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(57) Abstract: The invention concerns a nucleic acid capable of regulating the ABCA7 gene transcription, which codes for a carrier 
protein capable of intervening in the metabolism of lipids and/or in the process involving the immune system and inflammation. In 
addition, owing to the position of the gene on the chromosome 19 in q 13, ABCA7 is potentially involved in other pathologies genet- 
ically related to said locus. The invention also concerns nucleotide constructs comprising a polynucleotide coding for a polypeptide 
or a nucleic acid of interest, placed under the control of a nucleic acid regulating the ABCA7 gene. The invention further concerns 
recombinant vectors, transformed host cells and non-human transgenic mammals comprising a nucleic acid regulating the ABCA7 
gene transcription and or said nucleotide construct, and methods for screening molecules or substances capable of modulating the 
activity of the nucleic acid regulating the ABCA7 gene. 

(57) Abr6g6 : La presente invention concerne un acide nucleique capable de reguler la transcription de gene ABCA7, qui code pour 
une proteine transporteur susceptible de jouer un role dans le metabolisme des lipides et/ou dans les processus impliquant le systeme 
immunitaire et 1* inflammation. Par ailleurs, de par la position du gene sur le chromosome 19 en ql3, ABCA7 est potentiellement 
implique" dans d'autres pathologies liees g£n6tiquement a ce locus. La presente invention est egalement relative a des constructions 
nucleotidiques comprenant un polynucleotide codant pour un polypeptide ou un acide nucleique d'int£ret, place* sous le controle 
d'un acide nucleique regulateur du gene ABCA7. L' invention a egalement trait a des vecteurs recombinants, des cellules notes 
transformers et des mammileres transgdniques non humains comprenant un acide nucleique regulateur de la transcription du gene 
ABCA7 ou une construction nucleotidique precitee, ainsi que des precedes pour le criblage de molecules ou de substances capables 
de moduler l'activite* de l'acide nucleique regulateur de gene ABCA7. 
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ACIDE NUCLEIQUE REGULATEUR DU GENE ABCA7. MOLECULES MODULANT 
SON ACTIVITE ET APPLICATIONS THERAPEUTIQUES 

La presente invention concerne un acide nucleique capable de reguler la 
transcription du gene ABCA7, qui est un gene susceptible d'intervenir dans le 
metabolisme des lipides au niveau des tissus hematopoi'etiques, ainsi que dans les 
mecanismes de signalisation cellulaire Ites a la reaction immunitaire et a Inflammation. 

La presente invention decrit aussi des polypeptides et des polynucleotides 
dont une alteration de la sequence ou de I'expression est potentiellement impliquee 
dans des maladies associees au locus genetique q13 du chromosome 19. 

La presente invention est egalement relative a des constructions 
nucleotidiques comprenant un polynucleotide codant pour un polypeptide ou produisant 
un acide nucleique d'interet, place sous le controle d'un acide nucleique regulateur du 
gene humain ou murin ABCA7. 

L'invention a egalement trait a des vecteurs recombinants, des cellules hdtes 
transformers, et des mammiferes transgeniques non humains, comprenant un acide 
nucleique regulateur de la transcription du gene ABCA7 humain et de souris ou une 
construction nucleotidique precitee, ainsi que des proc§des pour le criblage de 
molecules ou de substances capables de moduler I'activite de I'acide nucleique 
regulateur du gene ABCA7. 

L'invention est en outre relative a des precedes permettant de detecter une 
alteration de la transcription du gene ABCA7 et ainsi de diagnostiquer un eventuel 
dysfonctionnement dans le metabolisme lipidique au niveau des tissus 
hematopoTetiques et dans les mecanismes de signalisation cellulaire de I'immunite. 

Elle a egalement pour objet des substances ou molecules modulant I'activite 
de I'acide nucleique regulateur de la transcription du gene ABCA7 ainsi que des 
compositions pharmaceutiques contenant de telles substances ou de telles molecules. 

Les proteines transporters ABC (ATP-Binding Cassette) constituent une 
superfamille extremement conserves au cours de revolution, de la bacterie a 
I'homme. Ces proteines sont impliquees dans le transport membranaire de divers 
substrats, par exemple des ions, des acides amines, des peptides, des sucres, des 
vitamines ou encore des hormones ste>oTdiennes (Higgins et al., Annu Rev.Cell Biol, 8, 
(1992) 67-113). 
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La caracterisation de la sequence complete en acides amines de certains 
transporters ABC a permis de definir une structure generate commune, comprenant 
notamment, deux repliements de liaison aux nucleotides (Nucleotide Binding Fold ou 
NBF) avec des motifs de type Walker A et B, ainsi que deux domaines 
5 transmembranaires, chacun des domaines transmembranaires etant constitue de six 
helices (Klein et al., BBA, 1461 (1999), 237-262). La specificity des transporteurs ABC 
pour les differentes molecules transportees semble etre determinee par la structure des 
domaines transmembranaires, alors que P6nergie necessaire a l'activit6 de transport 
est fournie par la degradation de I'ATP au niveau du repliement NBF (Dean et al., 
10 Curr.Opin.Genet.Dev, 5 (1 995) 779-785). 

Plusieurs proteines transporteurs ABC ont ete identifies chez I'homme et un 
certain nombre d'entre elles ont 6te associees a diverses maladies. 

Par exemple, la mucoviscidose est provoquee par des mutations dans le gene 
CFTR (cystic fibrosis transmembrane conductance regulator), egalement design^ 
is ABCC7. 

Par ailleurs, certains phenotypes de resistance multiple aux medicaments 
dans les cellules tumorales ont ete associes a des mutations dans* les genes codant 
des proteines MDR (multi-drug resistance) egalement designes ABCB, qui ont 
egalement une structure de transporter ABC. 
20 D'autres transporteurs ABC ont 6te assoctes a des affections neuronales et 

tumorales (brevet US N°5,858,719) ou sont encore potentiellement impliques dans des 
maladies provoqu<§es par une alteration de I'homeostasie des metaux, notamment la 
proteine ABC-3. 

De m§me, un autre ABC transporter, d6signe PFIC2 ou ABCB11, semble 
25 etre implique dans une forme de cholestasie intrahepatique familiale progressive, cette 
proteine etant potentiellement responsable, chez I'homme, de ('exportation des sels 
biliaires. 

Une sous-famille A des transporteurs ABC designee ABCA a §t6 egalement 
identifiee. Elle se caracterise par la presence d f un segment hautement hydrophobe 
30 (HH1 : highly hydrophobic) entre les deux domaines transmembranaires, lies aux deux 
motifs NBF (Broccardo et al., BBA 1461 (1999) 395-404). Quatre membres de cette 
sous famille ont §te jusqu'a present caracterises. II s'agit des transporteurs ABCA1 et 
ABCA2, tous deux localis6s sur le chromosome 9, respectivement aux locus 9q22-9q31 
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et 9q34, ainsi que le transporter ABCA3 localise sur le chromosome 16p13.3, et enfin 
le transporter ABCA4 ou ABCR localise sur le chromosome 1p22 (Broccardo et al., 
1999). Les membres de cette sous famille sont 6galement fortement conserves au 
cours de revolution des eucaryotes multicellulaires. A titre d'exemples les transporters 
ABCA1 et ABCA4 qui sont les mieux connus pr^sentent une identity respectivement de 
95% et de 88% avec leurs orthologues murins. Les membres de cette sous famille sont 
en outre fortement apparent^, puisque par exemple les transporters ABCA1 et 
ABCA4 presentent une identite de sequence proteique de 50.9%, ainsi qu'une 
organisation genomique tres similaire (Allikmets et al., Nat Genet. (1997) 15, 236- 
246; Broccardo et al., Biochim. Biophys. Acta (1999) 1461, 395-404; Luciani et al., 
Genomics (1994) 21(1), 150-9; Remaley et al., Proc. Natl. Acad. Sci. USA (1999) 
96(22), 12685-90). 

Par ailleurs, les membres de la sous-famille A semblent presenter une 
specialisation fonctionnelle similaire au niveau du transport des lipides et des 
phospholipides membranaires. II a en effet ete montre que la perte de la fonction de 
ces transporters affecte le renouvellement des phospholipides de la bicouche des 
membranes cellulaires. Dans le cas de ABCA4, on constate dans un premier temps un 
renouvellement anormal des phosphatidylethanolamine (PE) dans la partie externe de 
la membrane des cellules a batonnets, qui conduit par une succession d'evenements, a 
une perte totale de I'acuite visuelle (Weng et al., Cell (1999) 98(1), 13-23. Dans le cas 
de ABCA1, on constate une distribution anormale des phospholipides membranaires 
au sein des couches de la membrane plasmique, qui resulte plus pr§cisement en la 
presence en plus grande quantite de phosphatidylserine dans la couche externe, et en 
une perturbation de la concentration de Ca 2+ . 

Les transporters ABCA1 et ABCA4 ont ete particulierement etudies. Le gene 
ABCA1 semble en effet etre impliqu6 dans les pathologies liees a un 
dysfonctionnement du metabolisme du cholesterol induisant des maladies comme 
I'atherosclerose, ou des d6ficiences familiales en HDL (FHD). comme la maladie de 
Tangier (FR 99/7684000 ; Rust et al., NatGenet, 22 (1999) 352-355; Brooks-Wilson et 
al., Nat. Genet, 22 (1999)336-345; Bodzioch et al., NatGenet 22 (1999) 347-351 ; 
Orso et al., NatGenet, 24 (2000) 192-196). La maladie de Tangier semblerait etre liee 
a un deficit cellulaire dans la translocation du cholesterol cellulaire qui enframe une 
degradation des HDLs, et par la m§me une perturbation du metabolisme lipoproteique. 
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Ainsi, il semblerait que les particules HDL qui n'incorporent pas de cholesterol a partir 
des cellules penpheiiques, ne sont pas metabolisees correctement, mais sont au 
contraire eliminees rapidement de I'organisme. La concentration plasmatique en HDL 
de ces patients est done extremement reduite et les HDLs n'assurent plus le retour du 
cholesterol vers le foie. Ce cholesterol s'accumule dans ces cellules peripheriques et 
provoque des manifestations cliniques caracteristiques telles que la formation 
d'amygdales orangees. De plus, d'autres perturbations lipoproteiques comme une 
surproduction de triglycerides ainsi qu'une synthese et un catabolisme intracellulaire 
accrus des phospholipides sont observees. 

Le transporter ABCA4 a par ailleurs ete associe aux maladies degeneratives 
et inflammatoires occulaires telles que la maladie recessive de Stargardt (Allikmets et 
al., 1997) et la degenerescence de la region maculaire de la retine liee a I'age (AMD) 
(Allikmets et al., Nat.Genet. 15 (1997) 236-246 ; Allikmets et al., Science, 277 (1997) 
1805-1807 ; Cremers et al., Hum. Mol. Genet (1998), 7(3), 355-62 ; Martinez-Mir et al., 
Nat Genet 18 (1998) 11-12; Weng etal., Ce//(1999) 98(1), 13-23). 

Chez I'homme, un ADNc comprenant la totalite de la phase de lecture ouverte 
d'un nouveau membra de la sous famille A des transporteurs ABC (« ATP-Binding 
Cassette») a ete recemment clone a partir d'ARN de macrophages humains, et est 
designe ABCA7 (Kaminski et al., BBR, 273(2000), 532-538). 

La caracterisation de la sequence complete en acides amines de ABCA7 
indique que le produit proteique presente la structure generate caracteristique des 
transporteurs ABCA, en ce qu'elle comporte la structure symetrique comprenant les 
deux domaines transmembranaires et deux motifs NBF. En plus de ces motifs 
caracteristiques, la proteine ABCA7 presente d'autres motifs qui ont ete recemment 

irlantif I ^nmrr»« Air*** -i — j.. - — • » ^ ^ * - - - 
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Par ailleurs, la prot&ne transporter ABCA7 semble presenter un profil de 
regulation dependant des flux de sterol, similaire a celui des autres membres de la 
sous famille A, et notamment du transporter ABCA1 (Langman et al., BBR Com ; 
257(1999), 29-33 ; Laucken et al., PNAS, 97(2000) 817-822). Ila ete en effet observe 
par Kaminski et al. (supra) une augmentation de I'expression de ABCA7 apres 
incubation des macrophages humains en presence de lipoproteines de faible densite 
acetylees (AcLDL) qui induisent une charge de sterol, ainsi qu'une diminution de 
I'expression en presence de I'accepteur de cholesterol HDL3 qui provoque une 
diminution de la charge en sterol. 

D'autre part, ABCA7 presente comme les autres membres ABCA une certaine 
specialisation de son expression tissulaire, le messager de ABCA7 etant present de 
maniere predominant^ dans les tissus hematopoietiques constitues par les 
lymphocytes, les granulocytes, le thymus, la rate, la moelle osseuse, ou les tissus 
foetaux, alors que I'expression de ABCA1 est predominant^ dans les macrophages et 
le placenta, et que celle de ABCA4 est restreinte dans la retine (Rust et al., Nat. Genet, 
22, (1999) 352-355). 

L'ensemble" des dorinees precedemment exposees relatives a I'identite des 
sequences proteiques, au mecanisme de regulation et la specificite de I'expression 
suggere que le gene ABCA7 constitue un autre transporter de la sous famille A, et 
que celui-ci presente une fonction similaire ou meme redondante a celle des autres 
transporters et notamment a celle du transporter ABCA1. Ce transporter 
interviendrait done vraisemblablement en tant que mediateur dans le metabolisme des 
lipides, et il est tres possible qu'il soit, au meme titre que le transporter ABCA1, 
responsable de certains dysfonctionnements ou deficiences metaboliques. Par ailleurs, 
la specialisation de I'expression du transporter ABCA7 indique vraisemblablement que 
ce dernier joue un r6le dans le transport transmembranaire (export) des lipides dans les 
tissus hematopoietiques, et possiblement dans les mecanismes de signalisation 
lymphocytaires de I'immunite, par exemple dans le cas de la pathogenese de 
I'atherosclerose comme I'indiquent Kaminski et al. (Supra). 

Bien que I'expression du gene ABCA7 humain semble etre regulee selon le 
type de cellule ou encore la situation metabolique d'un type cellulaire donne, la ou les 
sequences permettant de reguler ce gene n'etaient pas connues. 
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Or, il existe un besoin dans Petat de la technique d'identifier ces sequences 
r6gulatrices pour les raisons suivantes: 

a) Ces sequences sont susceptibles d'etre mutees chez des patients atteints 
d'une pathologie liee a un deficit dans le transport des lipides, possibles substrats de la 
proteine ABCA7 ou chez les patients susceptibles de developper de telles pathologies. 

La caracterisation des sequences regulatrices du gene ABCA7 humain 
permettrait de detecter des mutations chez des patients, en particulier de diagnostiquer 
les individus appartenant a des groupes familiaux a risques. En outre, I'isolement de 
ces sequences regulatrices rendrait possible la complementation de la sequence mutee 
par une sequence fonctionnelle susceptible de pallier les dysfonctionnements 
metaboliques induits par la ou les mutations diagnostiquees, grace a la construction de 
moyens th§rapeutiques cibles, tels que des moyens destines a la therapie genique. 

b) La caracterisation des sequences r§gulatrices du gene ABCA7 mettrait k la 
disposition de I'homme du metier des moyens aptes a permettre la construction par 
genie genetique puis I'expression de genes determines dans les types cellulaires dans 
lesquels le gene ABCA7 est preferentiellement exprim6. 

■ c) Par ailleurs; certairies parties des sequences regulatrices du gene ABCA7 
pourraient constituer des sequences promotrices constitutives a fort niveau 
d'expression, de nature a permettre la construction de moyens nouveaux pour 
('expression de sequences d6terminees dans les cellules, completant un ensemble de 
moyens 6e\k existants. 

Force est de constater que, malgr§ les efforts entrepris, les sequences 
regulatrices du gene ABCA7 etaient restees jusqu'a ce jour totalement inconnues. 

Les inventeurs ont desormais isote puis analyse un ADN genomique humain 
de 33,5kb comprenant les 46 exons du cadre ouvert de lecture du gene ABCA7 ainsi 
que la region non transcribe d'environ 1,1 kb localisee du cote 5 1 de Texon 1, en amont 
du site +1 de transcription, et comprenant des signaux de regulation du gene ABCA7 
humain. 

Les inventeurs ont 6galement isole puis analys§ un ADN genomique murin de 
20Kb comprenant les 45 exons du cadre ouvert de lecture du gene ABCA7 ainsi que la 
region non transcribe d'environ 1,2Kb chez la souris localisee du c6te 5' de Texon 1, en 
amont du site +1 de transcription, et comprenant des signaux de regulation du gene 
ABCA7 murin. 
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DEFINITIONS GENERALES 

Le terme " isole " au sens de la presente invention d§signe un materiel 
biologique (acide nucleique ou proteine) qui a ete soustrait a son environnement 
originel (1'environnement dans lequel il est localise naturellement). 

Par exemple un polynucleotide present a I'etat naturel dans une plante ou un 
animal n'est pas isole. Le meme polynucleotide separe des acides nucleiques 
adjacents au sein desquels il est naturellement insere dans le genome de la plante ou 
Panimal est considere comme " isole ". 

Un tel polynucleotide peut etre inclus dans un vecteur et/ou un tel 
polynucleotide peut etre inclus dans une composition et demeurer neanmoins a I'etat 
isote du fait que le vecteur ou la composition ne constitue pas son environnement 
naturel. 

Le terme " purifie " ne necessite pas que le materiel soit present sous une 
forme de purete absolue, exclusive de la presence d'autres composes". Ts'agit plutot 
d'une definition relative. 

Un polynucleotide est a I'etat " purifie " apres purification du materiel de depart 
ou du materiel naturel d'au moins un ordre de grandeur, de preference 2 ou 3 et 
prelerentiellement 4 ou 5 ordres de grandeur. 

Aux fins de la presente description, I'expression " sequence nucleotidique " 
peut §tre employee pour designer indifferemment un polynucleotide ou un acide 
nucleique. L'expression " sequence nucleotidique " englobe le materiel de genetique lui- 
meme et n'est done pas restreinte a Conformation concernant sa sequence. 

Les termes " acide nucleique ", " polynucleotide ", " oligonucleotide " ou encore 
" sequence nucleotidique " englobent des sequences d'ARN, d'ADN, d'ADNc ou encore 
des sequences hybrides ARN/ADN de plus, d'un nucleotide, indifferemment sous la 
forme simple chaine ou sous la forme de duplex. 

Le terme " nucleotide " designe a la fois les nucleotides naturels (A, T, G, C) 
ainsi que des nucleotides modifies qui comprennent au moins une modification telle 
que (1) un analogue d'une purine, (2) un analogue d'une pyrimidine, ou (3) un sucre 
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analogue, des exemples de tels nucleotides modifies etant decrits par exemple dans la 
demande PCT N°WO 95/04 064. 

Aux fins de la presente invention, un premier polynucleotide est considere 
comme etant " complementaire " d'un second polynucleotide lorsque chaque base du 
5 premier nucleotide est appariee a la base complementaire du second polynucleotide 
dont I'orientation est inversSe. Les bases complementaires sont A et T (ou A et U), ou 
CetG. 

Par " variant " d'un acide nucleique selon I'invention, on entendra un acide 
nucleique qui differe d'une ou plusieurs bases par rapport au polynucleotide de 

10 reference. Un acide nucleique variant peut etre d'origine naturelle, tel qu'un variant 
allelique retrouv6 naturellement, ou peut etre aussi un variant non naturel obtenu par 
exemple par des techniques de mutagenese. 

En general, les differences entre I'acide nucleique de reference et I'acide 
nucleique variant sont reduites de telle sorte que les sequences nucleotidiques de 

is I'acide nucleique de reference et de I'acide nucleique variant sont tres proches et, dans 
de nombreuses regions, identiques. Les modifications de nucleotides presentes dans 
un acide nucleique variant peuvent etre silencieuses, ce qui sighifie qu'elles n'alterent 
pas les sequences d'aminoacides codees par ledit acide nucleique variant. 

Cependant, les changements de nucleotides dans un acide nucleique variant 

20 peuvent aussi produire des substitutions, additions, deletions dans le polypeptide code 
par I'acide nucleique variant par rapport aux peptides codes par I'acide nucleique de 
reference. En outre, de telles modifications de nucleotides dans les regions codantes 
peuvent produire des substitutions, conservatives ou non conservatives dans la 
sequence d'aminoacides. 

25 De preference, les acides nucieiques variants selon ['invention codent pour 

des polypeptides qui conservent sensiblement la meme fonction ou activite biologique 
que le polypeptide de I'acide nucleique de reference ou encore la capacite a etre 
reconnus par des anticorps diriges contre les polypeptides codes par I'acide nucleique 
initial. 

30 Certains acides nucieiques variants coderont ainsi pour des formes mutees 

des polypeptides dont Petude systematique permettra de deduire des relations structure 
activite des proteines en question. La connaissance de ces variants par rapport & la 
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maladie etudtee est fondamentale puisqu'elle permet de comprendre la cause 
moleculaire de la pathologie. 

On entendra par "fragment" un acide nucleique de reference selon 
I'invention, une sequence nucteotidique de longueur reduite par rapport a I'acide 
nucteique de reference et comprenant, sur la partie commune, une sequence en 
nucleotides identique a I'acide nucleique de reference. 

Un tel " fragment " d'acide nucleique selon invention peut etre le cas ech£ant, 
compris dans un polynucleotide plus grand duquel il est constitutif . 

De tels fragments comprennent, ou alternativement consistent en, des 
oligonucleotides de longueur allant de 20 a 25, 30, 40, 50, 70, 80, 100, 200, 500, 1000 
ou 1500 nucleotides consecutifs d'un acide nucleique selon ['invention. 

Par " fragment biologiquement actif " d'un acide regulateur de la transcription 
selon I'invention, on entend un acide nucleique capable de moduler la transcription 
d'une sequence d'ADN placee sous son controle. Un tel fragment biologiquement actif 
comprend un promoteur de base et/ou un element regulateur, tels que definis dans la 
presente description. 

Par "acide nucleique regulateur" selon I'invention, on entend un acide 
nucleique qui active et/ou regule Texpression d'une sequence d'ADN selectionnee et 
plac6e sous son controle. 

Par " promoteur on entend une sequence d'ADN reconnue par les proteines 
de la cellule impliquees dans I'initiation de la transcription d'un gene. Le promoteur de 
base est I'acide nucleique regulateur minimal capable d'initier la transcription d'une 
sequence d'ADN determinee qui est placee sous son controle. En general, le 
promoteur de base consiste en une region d'ADN genomique en amont du site 
d'initiation de la transcription oD se trouve tres souvent une sequence CAAT (ou se fixe 
un ou plusieurs facteurs proteiques de transcription) ainsi que, sauf dans de rares cas 
comme dans certains genes domestiques, la sequence TATA ou " TATA box " ou une 
boite apparentee. C'est au niveau de cette boite que se fixe une ARN polymerase ainsi 
qu'un ou plusieurs facteurs de transcription, tels que les proteines se fixant sur la boite 
" TATA " (TATA box Binding Proteins ou TBPs). 

Une sequence nucleotidique est " placee sous le controle " d'un acide 
nucleique regulateur lorsque cet acide nucleique regulateur est localise, par rapport a la 
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sequence nucleotidique, de telle maniere a controler I'initiation de la transcription de la 
sequence nucleotidique par une ARN polymerase. 

Par " element regulateur " ou " sequence regulatrice " au sens de I'invention, 
on entend un acide nucleique comprenant des elements capables de moduler la 
5 transcription initiee par un promoteur de base, tels que des sites de fixation de divers 
facteurs de transcription, des sequences "enhancer" d'augmentation de la 
transcription ou des sequences " silencer " d'inhibition de la transcription. 

Par sequence " enhancer ", on entend une sequence d'ADN incluse dans un 
acide nucleique regulateur capable d'augmenter ou de stimuler la transcription initiee 
10 par un promoteur de base. 

Par sequence " silencer ", on entend une sequence d'ADN incluse dans un 
acide regulateur capable de diminuer ou d'inhiber la transcription initiee par un 
promoteur de base. 

Des elements regulateurs peuvent etre presents en dehors de la sequence 
is localisee du cote 5' du site d'initiation de la transcription, par exemple dans les introns 
et les exons, y compris dans les sequences codantes. 

Le promoteur de base et I'element regulateur peuvent etre " specifiques d'un 
ou plusieurs tissus", s'ils permettent la transcription d'une sequence d'ADN 
determinee, placee sous leur controle, preferentiellement dans certaines cellules (par 
20 exemple les cellules specifiques d'un tissu), c'est a dire soit exclusivement dans les 
cellules de certains tissus, soit a des niveaux de transcription differents selon les tissus. 

Par "facteur de transcription", on entend des proteines qui interagissent 
preferentiellement avec des elements regulateurs d'un acide nucleique regulateur selon 
I'invention, et qui stimulent ou au contraire repriment la transcription. Certains facteurs 
25 de transcription sont actifs sous forme de monomeres, d'autres etant actifs sous la 
forme d'homo- ou d'heterodimeres. 

Le terme " modulation " vise soit une regulation positive (augmentation, 
stimulation) de la transcription, soit une regulation negative (diminution, inhibition, 
blocage) de la transcription. 
30 Le " pourcentage d'identite " entre deux sequences de nucleotides ou d'acides 

amines, au sens de la presente invention, peut etre determine en comparant deux 
sequences alignees de maniere optimale, a travers une fenetre de comparaison. 
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La partie de la sequence nucleotidique ou polypeptide dans la fen§tre de 
comparison peut ainsi comprendre des additions ou des deletions (par exemple des 
" gaps ") par rapport a la sequence de reference (qui ne comprend pas ces additions ou 
ces deletions) de manure & obtenir un alignement optimal des deux sequences. 

5 Le pourcentage est calcule en determinant Ie nombre de positions auquel une 

base nucleique ou un residu d'aminoacide identique est observe pour les deux 
sequences (nucleique ou peptidique) comparees, puis en divisant le nombre de 
positions auquel il y a identite entre les deux bases ou residus d'aminoacides par le 
nombre total de positions dans la fenetre de comparaison, puis en multipliant le resultat 

10 par 100 afin d'obtenir le pourcentage d'identite de sequence. 

L'alignement optimal des sequences pour la comparaison peut etre realise de 
manfere informatique a I'aide d'algorithmes connus contenus dans le package de la 
Soctete WISCONSIN GENETICS SOFTWARE PACKAGE, GENETICS COMPUTER 
GROUP (GCG), 575 Science Doctor , Madison, WISCONSIN. 

15 A titre d'illustration, le pourcentage d'identite de sequence pourra etre effectue 

a I'aide du logiciel BLAST (versions BLAST 1 .4.9 de mars 1996, BLAST 2.0.4 de fevrier 
1998 et BLAST 2.0.6 de septembre 1998), en utilisant exciusivement les parametres 
par d<§faut (Altschul et al, J. MoL BioL, (1990) 215 : 403-410 ; Altschul et al, Nucleic 
Acids Res. (1997) 25: 3389-3402). Blast recherche des sequences 

20 similaires/homologues a une sequence " requete " de reference, a I'aide de I'algorithme 
d'Altschul et al. (Supra). La sequence requete et les bases de donnees utilisees 
peuvent etre peptidiques ou nucleiques, toute combinaison etant possible. 

Par " conditions d'hybridation de forte stringence " au sens de la presente 
invention, on entendra les conditions suivantes : 

25 

1- Competition des membranes et PRE HYBRIDATION : 

- M§langer : 40jjI ADN sperme de saumon (10mg/ml) 

+ 40 \j\ ADN placentaire humain (10mg/ml) 

30 

- Denaturer 5mn^i 96°C, puis plonger dans la glace le melange. 
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- Oter le tampon SSC 2X et verser 4 ml de mix formamide dans le tube d'hybridation 
contenant les membranes. 

- Ajouter le melange des deux ADNs denatures. 

5 

- Incubation a 42°C pendant 5 & 6 heures, avec rotation. 

2- Competition de la sonde marquee : 

10 - Ajouter a la sonde marquee et purifiee 10 a 50 pi ADN Cot I, selon la quantite 
d'hybridations non spScifiques. 

- Denaturer 7 k 10 mn a 95°C. 

15 - Incuber a 65°C pendant 2 si 5 heures. 

3- Hybridation : 

- Oter le mix de pre hybridation. 

20 

- M6langer 40 pi ADN sperme de saumon + 40 pi ADN placentaire humain ; denaturer 
5 mn k 96°C, puis plonger dans la glace. 

- Ajouter dans le tube d'hybridation 4 ml de mix formamide, le melange des deux ADN 
25 et la sonde marqu§e/ADN Cot I denaturee. 

- Incuber 15 k 20 heures k 42°C. avec rotation. 

4- Lavages : 

30 

- Un lavage a temperature ambiante dans du SSC 2X, pour rincer. 

- 2 fois 5 minutes a temperature ambiante SSC 2X et SDS 0,1%. 

- 2 fois 15 minutes SSC 0,1X et SDS 0,1% k 65°C. 
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Envelopper les membranes dans du Saran et exposer. 

Les conditions d'hybridation decrites plus haut sont adaptees a I'hybridation 
dans des conditions de forte stringence, d'une molecule d'acide nucleique d'une 
longueur variable de 20 nucleotides a plusieurs centaines de nucleotides. 

II va sans dire que les conditions d'hybridation ci-dessus decrites peuvent etre 
adaptees en fonction de la longueur de l'acide nucleique dont Phybridation est 
recherchee ou du type de marquage choisi, selon des techniques connues de I'homme 
du metier. 

Les conditions convenables d'hybridation peuvent par exemple etre adaptees 
selon Tenseignement contenu dans I'ouvrage de HAMES et HIGGINS (1985) (Nucleic 
acid Hybridization iapractical Approach, Hames and Higgins Ed., IRL Press, Oxford) ou 
encore dans I'ouvrage de F. AUSUBEL et al (1999) (Currents Protocols in Molecular 
Biology, Green Publishing Associates and Wiley Interscience, N.Y). 

Par "transformation" au sens de I'invention, on entend ('introduction d'un 
acide nucleique (ou d'un vecteur recombinant) dans une cellule hote. Le terme 
" transformation » englobe 6galement une situation "dans laquelle le genotype d'une 
cellule a ete modifie par un acide nucleique exogene, et que cette cellule ainsi 
transformee exprime ledit acide nucleique exogene, par exemple sous la forme d'un 
polypeptide recombinant ou encore sous la forme d'un acide nucleique sens ou 
antisens. 

Par " animal transg§nique " au sens de I'invention, on entend un animal non 
humain, de preference un mammifere, dans lequel une ou plusieurs cellules 
contiennent un acide nucleique heterologue introduit grace a I'intervention humaine, tel 
que par des techniques de transg6n6se bien connues de I'homme du metier. L'acide 
nucleique heterologue est introduit directement ou indirectement dans la cellule ou le 
precurseur de la cellule, par manipulation genetique telle que micro-injection ou 
infection par un virus recombinant. L'acide nucleique heterologue peut etre integre 
dans le chromosome, ou peut se presenter sous la forme d'ADN se repliquant de 
maniere extra-chromosomique. 

ACIDE NUCLEIQUE REGULATEUR DU GENE ABCA7 



WO 02/34903 PCT/FR01/03219 

14 

A partir de banques de vecteurs de type BAC preparees a partir de materiel 
genomique humain et murin, les inventeurs ont rSussi a isoler un acide nucleique 
regulateur des genes ABCA7 humain et murin. 

Les inventeurs ont determine par une analyse comparative des sequences 
genomiques humaines et murines, un acide nucleique regulateur comprenant 
particulierement deux modules de regulation conserves chez I'homme et la souris. Les 
inventeurs ont done determine que I'acide nucleique regulateur de la transcription du 
gene ABCA7, lorsqu'il est defini de la maniere la plus large, est constitue d'un 
polynucleotide comprenant, de Textremite 5* vers I'extr6mlt6 3': 

- une region non transcrite d'environ 1,2 kb localisee en amont du site 
d'initiation de la transcription du g£ne ABCA7, et 

- la sequence partielle du premier exon du gene ABCA7. 

Dans sa definition la plus generale, I'acide nucleique regulateur de la 
transcription du gene ABCA7 comprend I'ensemble des regions nucleotidiques telles 
que definies ci-dessus et est identify dans la sequence SEQ ID N°1 selon ('invention. 

Ainsi, un premier objet de I'invention consiste en un acide nucleique 
comprenant un polynucleotide ayant au moins 20 nucleotides consdeutifs de la 
sequence nucl6otidique SEQ ID N°1, ou un acide nucleique de sequence 
complementaire. 

La region d'environ 1,1Kb localisee en amont du site d'initiation de la 
transcription du gene ABCA7, et comprenant le promoteur de base et de multiples 
Elements r£gulateurs de la transcription est comprise egalement dans la sequence 
identifiee comme la SEQ ID N°2 selon I'invention. 

Plus precis§ment, le nucleotide en position 1 de la sequence SEQ ID N°2 est 
le nucleotide en position -1 1 1 1 , par rapport au site d'initiation de la transcription du 
gene ABCA7. 

Selon un second aspect, I'invention est relative a un acide nucleique 
comprenant un polynucleotide ayant au moins 20 nucleotides consecutifs de la 
sequence nucleotidique SEQ ID N°2 , ou un acide nucleique de sequence 
complementaire. 

Comme deja precise ci-dessus, I'acide nucleique regulateur de la transcription 
du g6ne ABCA7 de sequence SEQ ID N°1 comprend, outre une region 5' regulatrice 
non transcrite, egalement la partie 5' du premier exon du gdne ABCA7 humain. 
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La sequence partielle du premier exon du g£ne ABCA7 est ddfinie comme la 
sequence SEQ ID N°3. 

Selon un troisieme aspect, I'invention est relative a un acide nucteique 
comprenant un polynucleotide ayant au moins 20 nucleotides consecutifs de sequence 
5 nucleotidique SEQ ID N° 3 ou un acide nucleique de sequence complementaire. 

De preference, un acide nucleique selon l'invention sera sous une forme 
isolee et/ou purifiee. 

Fait egalement partie de I'invention tout fragment " biologiquement actif " d'un 
acide nucleique tel que defini ci-dessus. 
io Selon encore un autre aspect, l'invention concerne un acide nucleique ayant 

au moins 80% d'identite en nucleotides avec un acide nucleique tel que defini ci- 
dessus. 

Eh particulier, cet acide nucleique peut etre d'origine murine, et est constitue 
d'un polynucleotide de sequence nucleotidique SEQ ID NO : 4 comprenant de 
is Textremite 5' vers 3' : 

- une region non transcrite d'environ 1,2 Kb localise en amont du site 
d'imtiation de la transcription du gene ABCA7 murin, et 

- la sequence partielle du premier exon du gene ABCA7. 

La region d'environ 1,2Kb localis§e en amont du site d'initiation de la 
20 transcription du gene ABCA7, et comprenant le promoteur de base et de multiples 
6l6ments regulateurs de la transcription est comprise egalement dans la sequence 
identifiee comme la SEQ ID NO :5 selon I'invention. 

L'invention englobe §galement un acide nucleique caracteris§ en ce qu'il 
. hybride, dans des conditions de forte stringence, avec Tun quelconque des acides 
25 nucleiques selon I'invention. 

L'invention concerne aussi un acide nucleique ayant au moins 80%, 
avantageusement 90%, de preference 95% et de maniere tout a fait preferee 98% 
d'identite en nucleotides avec un acide nucleique comprenant au moins 20 nucleotides 
consecutifs d'un polynucleotide choisi dans le groupe constitue des sequences 
30 nucleotidiques SEQ ID N°1 a SEQ ID N°5. 



ANALYSE DETAILLEE DES SEQUENCES SEQ ID N° :2 ET SEQ ID N° :5 
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Selon une caracteristique principale, I'acide nucleique de sequence SEQ ID 
M°2, compris dans I'acide nucleique regulateur du gene humain ABCA7 de sequence 
SEQ ID N°1, comprend les elements constitutifs d'un promoteur de base, 
respectivement une boTte "TATA" degeneree (TTAAG) localisee 30pb en amont du 
point d'initiation de la transcription. De meme, une boite " TATA " degeneree (TTAAA) 
a ete localisee 30pb en amont du point d'initiation de la transcription, sur I'acide 
nucleique murin de sequence SEQ ID NO : 5, compris dans I'acide nucleique regulateur 
du gene murin ABCA7 de sequence SEQ ID NO :4. Les boites " TATA " sur les 
promoteurs des genes humain et murin ABCA7 ainsi que la position des points 
d'initiation de la transcription sont represents sur la Figure 1 . 

Les sequences regulatrices SEQ ID N°2 et SEQ ID N°5 comprennent 
egalement de nombreux sites de fixation de divers facteurs de transcription 
susceptibles de reguler positivement ou negativement I'activite du promoteur de base. 

Ainsi, les differentes sequences caracteristiques des sites de fixation de divers 
facteurs de transcription dans les sequences SEQ ID N°2 et SEQ ID N°5 ont ete 
identifies par les inventeurs de la maniere detaillee ci-apres. 

Les sequences SEQ ID N°2 et SEQ ID N°5 ont ete utilisees comme 
sequences de reference et traitees selon les algorithmes des logiciels Matlnspector 
(Quandt et al., Nucl Acid Res (1995) 23(23), 4878-4884) et comparees aux donnees 
repertoriees dans plusieurs bases de donnees telles que Transfac et la presence ainsi 
que la localisation des differentes sites caracteristiques des sequences SEQ ID N°2 et 
5, et particulierement les sites de liaison des facteurs de transcription ont ete 
determines selon des methodes bien connues de I'homme du metier. 

Plus particulierement, une analyse detaillee a ete realisee en utilisant les 
logiciels NNPP (Reese et al. J. Comput Biol. (1997) 4(3) 311-23), TSSG, et TSSW 
(Soloryev et al., Ismb (1995), 5, 294-302), sur les 1,1 kb et 1,2Kb en amont du site 
d'initiation respectivement des sequences SEQ ID N°2 et 5, a permis d'identifier 193 et 
233 sites putatifs de liaison aux facteurs de transcription, chez I'homme et la souris lors 
de la premiere etape de la recherche. Ceux-ci sont repertories dans les tableaux 1 et 2. 
Apres compilation et filtrage comme decrit ci-dessus, et comparaison des sequences 
regulatrices humaine et murine, deux modules communs aux sequences regulatrices 
humaine et murine ont ete determines, et 5 et 3 sites de fixation possibles de facteurs 
de transcription differents ont ete retenus respectivement dans les modules 1 et 2 sur 



WO 02/34903 PCT/FR01/03219 

17 

les sequences humaine et murine. La position avec les scores de filtration des sites de 
fixation aux facteurs de transcription identifies dans les 1111 pb de la sequence SEQ 
ID N°2 selon Invention, ainsi que dans les 1220 pb de la sequence SEQ ID NO : 5 
selon I'invention, sont presentes dans le tableau 3. Les differents sites de fixation ont 
5 6t§ aussi schematiquement repr§sentes dans la figure 1 . 

Les positions des nucleotides de d6but de chacun des sites de fixation aux 
facteurs de transcription sont designees en reference a la numerotation des 
nucleotides des sequences SEQ ID N°2 et NO :5 par rapport au point +1 d'initiation de 
la transcription, contenu dans les sequences SEQ ID N°1 et N°4, telle que representee 
10 sur la figure 1. 

La Figure 2 represente la sequence SEQ ID NO : 1, qui contient la sequence 
SEQ ID N°2. Le premier nucleotide en position 5' de la sequence de la Figure 2 est 
egalement le premier nucleotide en position 5' de Tune des sequences nucleiques SEQ 
ID N°1 et SEQ ID N° 2. Sur la Figure 2, les sites de fixation aux facteurs de 

is transcription sont illustr6s en caracteres gras qui delimitent leurs positions respectives, 
et leurs designations respectives sont indiquees au-dessus de chacune des boites 
correspondantes. La numerotation des nucleotides de la sequence representee a la 
figure 2 a 6t6 effectuee par rapport au site d'initiation de la transcription, numerate 
u +1 ", le nucleotide en 5' du nucleotide +1 6tant lui-meme numerate 14 -1 

20 La Figure 3 represente la sequence SEQ ID NO : 4, qui contient la sequence 

SEQ ID N°5. Le premier nucleotide en position 5' de la sequence de la figure 3 est 
6galement le premier nucleotide en position 5' de Tune des s6quences nucleiques SEQ 
ID N°4 et SEQ ID N° 5. Sur (a figure 3, les sites de fixation aux facteurs de transcription 
sont illustres en caracteres gras qui dSlimitent leurs positions respectives, et leurs 

25 designations respectives sont indiquees au-dessus de chacune des boites 
correspondantes. La numerotation des nucleotides de la sequence representee a la 
figure 3 a ete effectuee par rapport au site d'initiation de la transcription, numerate 
" +1 le nucleotide en 5' du nucleotide +1 etant lui-meme numerate "-1 

L'analyse genomique des acides nucleiques regulateurs des sequences 

30 humaine et murine SEQ ID NO :2 et 5, a rev6le deux modules de regulation qui sont 
notes module 1 et module 2, et sont particulierement conserves chez I'homme et la 
souris. Ces deux modules de regulation comprennent des sites de fixation de facteur 
de transcription ubiquitaires, tels que NF1 , NFY et AP4, ainsi que des sites de fixation 
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de facteurs de transcription specifiques du foie tels que CEBP et HNF3B. Ceci est 
compatible avec les donnees experimentales d'expression, presentees dans I'Exemple 
3 ci-apres, et fournies par Kaminski et al. (Supra), qui montrent une expression du gene 
ABCA7 dans les tissus fcetaux hepatiques humains. 

Les deux modules de regulation conserves chez la souris et I'homme 
comprennent egalement des sites de fixation de facteurs de transcription tels que GFI1 
et NFkappaB (NFkB), qui sont essentieilement presents dans les organes 
lymphatiques. 

La description des caracteristiques des sites de fixation a chacun des facteurs 
de transcription designes dans les figures 2 et 3 ainsi que dans le tableau 3 peut etre 
aisement retrouvee par I'homme du metier. Une courte description de certains d'entre 
eux en est faite ci-apres. 

Facteur NF1: 

Les caracteristiques de fixation du facteur NF1 peuvent etre retrouvees 
notamment dans les entrees suivantes de la base de donnees Medline: 88319941, 
91219459, 86140112, 87237877, 90174951, 89282387, 90151633,""892618136, 
86274639, 87064414, 89263791. Le facteur NF1 reconnaTt la sequence palindromique 
suivante: " TGGCANNNTGCCA (NNTTGGCNNNNNNNNCCNN) " qui est presente 
dans des promoteurs viraux et cellulaires et au niveau de I'origine de replication des 
adenovirus de type 2. Ces prot§ines sont capables d'activer la transcription et la 
replication. Elles se fixent a I'ADN sous la forme d'un homodimere. 

Facteur NFY : 

Le facteur NFY est notamment decrit dans I'entree n°P25.208 de la base de 
donnees Swissprot. C'est un facteur qui reconnait un motif " CCAAT " dans les 
sequences promotrices telles que celles du gene codant pour le collagene de type 1 , 
de Talbumine et de la p-actine. II s'agit d'un stimulateur de la transcription. 

Facteur AP4: 

L'homme du metier pourra se referer avantageusement aux articles 
correspondant aux entrees suivantes de la base de donnees Medline: 2123466, 
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2833704, 8530024. Le facteur AP4 a un domaine de liaison a I'ADN du type "helix loop 
helix" (bHLH) ainsi que deux domaines de dimerisation. Le site consensus du facteur 
AP4 est le suivant « CWCAGCTGGN », et celui-ci se chevauche g<§neralement avec un 
site de fixation du facteur AP1 . 

5 

CEBP 

Les caracteristiques de liaison au facteur CEBP peuvent etre retrouvees 
notamment dans les entrees suivantes de la base de donnees Medline: 93315489, 
91248826, 94193722, 93211931, 92390404, 90258863, 94088523, 90269225 et 

io 96133958. II s'agit d'un activateur de la transcription important dans la regulation de 
genes impliquSs dans les reponses immunes et inflammatoires. II se fixe 
sp6cifiquement a un element de reponse & IL-1 dans le gene de I'IL-6. II joue 
vraisemblablement un role dans la regulation de la phase aigue de Inflammation et 
dans Phemopoiese. Le site de reconnaissance consensus est le suivant: "T(T/G) 

15 NNGNAA(TVG) \ 

Facteur HNF3B: 

L'homme du metier pourra se referer avantageusement & Tarticle de OVERDIER et al. 
(1994, Mol. Cell Biol, vol.14: 2755-2766), ainsi qu'aux entrees suivantes de la base de 
20 donnees Medline: 91352065, 91032994, 92345837, 89160814, 91187609, 91160974, 
91029477, 94301798 et 94218249. Ce facteur de transcription agit comme activateur 
de nombreux genes du foie tels que des genes AFT, de I'albumine, de la tyrosine 
aminotransferase et interagit avec des regions regulatrices agissant en cis de ces 
genes. 

25 

GF11 

Les caracteristiques de liaison au facteur GFI1 peuvent §tre retrouvees 
notamment dans les entrees suivantes de la base de donnees Medline : 10762661, 
9931446, 9571157, 9285685, 9070650, et 7789186. Le gdne GFI1 code pour une 
30 proteine en doigt de zinc impliqu§e dans la regulation transcriptionnelle et plus 
particulferement dans la voie de signalisation de I'interleukine 2. Le site de 
reconnaissance consensus est le suivant : « NNNNNNAAATCANNGNNNNNNN » 
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Facteur NFkap pa.R; 

L'homme du m§tier pourra avantageusement se referer aux articles 
correspondant aux entrees suivantes de la base de donnees Medline: 95369245, 
91204058, 94280766, 89345587, 93024383, 88248039, 94173892, 91088538, 
91239561, 91218850, 92390404, 90156535, 93377072, 92097536, 93309429, 
93267517, 92037544, 914266911, 91105848 et 95073993. Le facteur NFkappa-B est 
un h§terodimere constitue d'une premiere sous-unite de 50 kDa et d'une seconde 
sous-unite de 65 kDa. Deux heterodimeres peuvent former un tetramere labile. Sa 
fixation a I'ADN depend de la presence de zinc (Zn**). II peut etre induit par de 
nombreux agents tels que le TNF, la PKA ou encore la PKC. C'est un regulateur clef de 
genes impliques dans des reponses a I'infection, a I'inflammation, ainsi qu'au stress. 

Une caracteristique essentielle de I'acide nucleique regulateur selon 
I'invention, et plus particulierement de la sequence localisee en amont du site 
d'initiation de la transcription comprise a la fois dans la sequence SEQ ID N°2 et dans 
la sequence SEQ ID N°5 est la presence de motifs caracteristiques de sites putatifs de 
liaison a des facteurs de transcription impliques dans I'expression genique des 
lymphocytes T, tels que les facteurs de transcription CEBP, NFKB, et GFI1 . 

GFI1 est un proto-oncogene qui code pour une proteine nucleaire en doigt de 
zinc impliquee dans la voie de signalisation par les cytokines et dans ('amplification 
clonale des cellules T (Zweidler-McKay, et al., Mol. Cell. Biol. (1996), 16(8), 4024- 
4034). Le facteur de transcription GFI1 qui agit comme un represseur transcriptionnel 
des genes qui inhibent I'activation des cellules T et Poncogenese. II est specifiquement 
present dans le thymus, la rate et les lymphocytes T. 

Les facteurs de transcription CEBP et NFkappaB qui sont exprimes dans le 
thymus, la rate et les lymphocytes T, sont bien connus de l'homme du m§tier et 
agissent en cooperation dans la mediation de I'induction de I'expression des genes des 
lymphocytes T (Runch et al., 1994) et des cellules HepB3 (Shimizu et al., Gene, (1994) 
149, 305-310). 

Les positions des nucleotides de d6but, par rapport au site d'initiation de la 
transcription qui sont a -498 et -469 pour les sites CEBP , et a -260 pour le site NFkB, 
sur le module regulateur humain, et a -787 et -760, pour les sites CEBP, et a -301 pour 
le site NFKB, montrent que les deux sites de regulation sont plus eloignes dans le 
promoteur de souris. Toutefois, il est vraisemblable que les deux sites se rapprochent 
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dans une structure tridimensionnelle afin de permettre la coactivation par les deux 
facteurs CEBP et NFkB. 

La presence de ces sites potentiels de fixation au CEBP et au NFkB de 
maniere conservee chez Phomme et la souris sur les acides nucleiques r6gulateurs 
selon Pinvention est compatible avec Pobservation selon laquelle Pexpression du gene 
codant pour la proline ABCA7 humaine est predominate dans les tissus 
hematopo'fetiques et les lymphocytes T, et interviendrait tres probablement dans la 
mediation cellulaire de Pimmunite, notamment dans la pathogenese de Path§rosclerose 
(Kaminski et al. Supra). 

Comme dej& mentionne precedemment, Pinvention concerne un acide 
nucleique comprenant un polynucleotide ayant au moins 20 nucleotides consecutifs de 
Pune des sequences nucleotidiques SEQ ID N°1 ou 2, et SEQ ID N°4 ou 5, ainsi qu'un 
acide nucleique de sequence complementaire. 

Sont englobSs dans la definition ci-dessus les acides nucleiques comprenant 
un ou plusieurs fragments " biologiquement actifs " de Pune des sequences SEQ ID N°1 
ou 2, et SEQ ID N°4 ou 5. L'homme du metier peut aisement obtenir des fragments 
biologiquement actifs" de ces sequences, en se referant notamment au tableau 3 ci- . 
dessus ainsi qu'aux figures 2 et 3 dans lesquels les differents motifs caracteristiques de 
la sequence regulatrice du gene ABCA7 sont pr6sent6s. L'homme du metier pourra 
ainsi obtenir de tels fragments biologiquement actifs par synthase chimique totale ou 
partielle des polynucleotides correspondants ou encore en faisant agir des 
endonucleases de restriction afin d'obtenir des fragments d'ADN recherches, les sites 
de restriction presents sur les sequences SEQ ID N°1 k SEQ ID N°5 pouvant etre 
aisement retrouves k partir de Pinformation de sequence, a Paide de logiciels courants 
de cartographie de restriction tel que GCG version 9.1 module map. 

Uobtention de fragments d'acides nucleiques determines a Paide 
d'endonucleases de restriction est par exemple decrite dans Pouvrage de SAMBROOK 
et al., (Molecular cloning: a laboratory manual, 2ed. Cold Spring Harbor Laboratory, 
Cold spring Harbor, New York (1989). 

L'invention est done egalement relative a un acide nucleique tel que defini ci- 
dessus, capable de moduler la transcription d'un polynucleotide place sous son 
controle. 
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Selon un premier mode de realisation pr§fere, un fragment biologiquement 
actif d'un acide nucleique regulateur de la transcription selon Pinvention comprend un 
premier module conserve (module 2) qui comprend le promoteur de base (boTte TATA) 
allant du nucleotide en position -1 au nucleotide en position -390, par rapport au site 
5 d'initiation de la transcription, le premier nucleotide transcrit etant le nucleotide en 
position 1112 de la sequence nucleotidique SEQ ID N°1, ou le nucleotide en position 
1221 de la sequence nucleotidique SE ID NO :4. 

Selon un second mode de realisation, un fragment biologiquement actif d'un 
acide nucleique regulateur de la transcription selon ['invention comprend les modules 1 

10 et 2 conserves (figure 1) du nucleotide en position -1 au nucleotide en position -860, 
par rapport au site d'initiation de la transcription, le premier nucleotide transcrit etant le 
nucleotide en position 1 1 1 2 de la sequence nucleotidique SEQ ID N°1 , ou le nucleotide 
en position 1221 de la sequence nucleotidique SE ID NO :4. 

Selon un troisieme mode de realisation, un tel fragment biologiquement actif 

15 d'un acide regulateur de la transcription selon Pinvention comprend, outre le promoteur 
de base (core promoter) et les elements regulateurs proximaux, egalement d'autres 
elements regulateurs tels que les differents sites GFI1, HNF3B, CEBPB, NF1 et s'6tend 
du nucleotide en position -1 au nucleotide en position -1111, par rapport au site 
d'initiation de la transcription, le premier nucleotide transcrit etant le nucleotide en 

20 position 1 1 12 de la sequence nucleotidique SEQ ID N°1 , et au nucleotide en position - 
1220, par rapport au site d'initiation de la transcription, le premier nucleotide transcrit 
etant le nucleotide en position 1221 de la sequence nucleotidique SEQ ID N°4. 

ANALYSE DE L'EXON 1 

25 Le demandeur a egalement identifie les sequences nucieotidiques localisees 

en aval du site d'initiation de la transcription et correspondant a Pextremite 5' de Pexon 

1, des genes humain et murin codant pour la proteine ABCA7. 

Plus precisement, Pextremite 5' de Pexon 1, d'une taille de 1210 nucleotides, 

debute au nucleotide en position 1112 de la sequence SEQ ID N°1 et se termine au 
30 nucleotide en position 2322 de la sequence SEQ ID N°1. L'extremite 5' de Pexon 1 est 

identifiee comme la sequence SEQ ID N°3 et la sequence complete de Pexon 1 est 

identifiee comme la sequence SEQ ID N°6. 
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L'exon 1 contient le debut de la phase ouverte de lecture du g£ne ABCA7 
humain, le nucleotide A du codon ATG etant localise en position 1208 des sequences 
SEQ ID N° 3 et 6. L'exon 1 code pour le polypeptide de sequence SEQ ID N° 7. 

L'exon 1 est susceptible de contenir des elements de regulation de 
5 ('expression du gene ABCA7, notamment des elements de type enhancer amplificateur 
et/ou des elements de type silencer ou represseur. 

En consequence, un acide nucleique regulateur de la transcription selon 
('invention peut egalement contenir, outre des fragments biologiquement actifs de la 
sequence SEQ ID N°1, egalement des fragments nucleotidiques, voire la totalite des 
10 sequences SEQ ID N°2 a SEQ ID N°3 et 6. 

Les sequences nucleotidiques SEQ ID N°1 a SEQ ID N°3, et 6, ainsi que leurs 
fragments, peuvent etre notamment utilises comme sondes ou amorces nucleotidiques 
pour detecter la presence d'au moins une copie du gene ABCA7 dans un echantillon, 
ou encore pour amplifier une sequence cible determin6e au sein de la sequence 
is regulatrice du gene ABCA7. 

L'invention a done encore pour objet un acide nucleique ayant au moins 80% 

d'identite en nucleotides avec un acide nucleique tel que defini ci-dessus, en particulier 

provenant de Tune des sequences SEQ ID N°1 a SEQ ID N°3 et 6. 

L'invention concerne egalement un acide nucleique hybridant, dans des 
20 conditions de forte stringence, avec Tun quelconque des acides nucleiques selon 
['invention, en particulier un acide nucleique provenant d'une sequence choisie parmi 
les sequences SEQ ID N°1 a SEQ ID N°3 et 6. 

L'invention a egalement trait a un acide nucleique tel que d§fini ci-dessus et 
caracterise en outre en ce qu'il est capable de moduler la transcription d'un 
25 polynucleotide d'interet place sous son controle. 

Selon un premier aspect, un tel acide nucleique est capable d'activer la 
transcription du polynucleotide d'interet place sous son controle. 

Selon un second aspect, un acide nucleique regulateur selon l'invention peut 
etre caracterise en ce qu'il est capable d'inhiber la transcription du polynucleotide 
30 d'interet place sous le controle de cetui-ci. 

Preterentiellement, un acide nucleique regulateur de la transcription selon 
l'invention, lorsqu'il est localise convenablement par rapport a un polynucleotide 
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d'interet dont I'expression est recherch§e, va permettre la transcription dudit 
polynucleotide d'interet, soit de maniere constitutive, soit de manfere inductible. 

Le caractere inductible de la transcription initiee par un acide nucleique 
regulateur selon I'invention peut etre confer^ par un ou plusieurs des Elements 
5 regulateurs qu'il contient, par exemple la presence d'un ou plusieurs sites tels que 
pr§cedemment dSfinis dans la sequence SEQ ID N°1 ou SEQ ID N° 2. 

De plus, une expression spScifique de tissu du polynucleotide d'interet peut 
etre recherch£e en plagant ce polynucleotide d'interet sous le controle d'un acide 
nucleique regulateur selon I'invention capable, par exemple, d'initier la transcription de 
10 ce polynucleotide d'interet specifiquement dans certaines categories de cellules, par 
exemple des cellules du tissu hematopoietique, telles les leucocytes p$riph6riques, les 
cellules du thymus, les cellules de la rate, et la moelle osseuse. 

De maniere preferee, un acide nucleique regulateur selon I'invention peut 
comprendre un ou plusieurs elements regulateurs " discrets", tels que des Elements 
15 enhancers et silencers. En particulier, un tel acide nucleique regulateur peut 
comprendre un ou plusieurs sites de fixation potentiels aux facteurs de transcription tels 
que definis dans la figure 2. 

Un acide regulateur selon ('invention englobe egalement une sequence ne 
comprenant pas le promoteur de base, c'est-a-dire la sequence allant du nucleotide en 
20 position -1 au nucleotide en position -25, par rapport au site d'initiation de la 
transcription. 

Un tel acide nucleique regulateur comprendra alors prSferentiellement un 
promoteur de base dit " h&erologue " , c'est-a-dire un polynucleotide comprenant une 
boite " TATA " et une " homeo-boite " ne provenant pas de I'acide nucleique regulateur 

25 du gene ABCA7. 

Fait egalement partie de I'invention, un acide nucleique regulateur de la 
transcription comprenant tout ou partie de la sequence SEQ ID N°1 qui a ete modifie, 
par exemple par addition, delation ou substitution d'un ou plusieurs nucleotides. De 
telles modifications peuvent moduler I'activite transcriptionnelle en provoquant une 

30 augmentation ou au contraire une diminution de I'activite du promoteur ou de Pelement 
regulateur. 

Une telle modification peut Egalement affecter la specificite tissulaire du 
promoteur ou de I'element regulateur. Ainsi, par exemple, un acide nucleique 
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regulateur selon Invention peut §tre modifie afin de stimuler la transcription dans 
seulement Tun des tissus dans ieque! il est naturellement exprime. 

Un acide regulateur de la transcription selon I'invention peut 6galement etre 
modifie et etre rendu inductible par un compose particulier, par exemple en creant dans 
5 la sequence un site inductible par un compose therapeutique donne. 

Les modifications dans une sequence comprenant tout ou partie de la 
sequence SEQ ID N°1 et comprenant le promoteur ou un element regulateur peuvent 
etre realisees avec des m6thodes bien connues de I'homme du metier, telle que la 
mutagenese. L'activite du promoteur ou de I'element regulateur modifie peut ensuite 
io etre testee, par exemple par clonage du promoteur modifie en amont d'un gene 
rapporteur, en transfectant la construction d'ADN r6sultante dans une cellule hote et en 
mesurant le niveau depression du g6ne rapporteur dans la cellule hote transferee. 
L'activit6 du promoteur modifie peut egalement etre analysee in vivo dans des animaux* 
transg£niques. II est egalement possible de construire des banques de fragments 
15 modifies qui peuvent etre criblees en utilisant des tests fonctionnels dans lesquels, par 
exemple, seuls les promoteurs ou les elements regulateurs ayant l'activite desiree 
seront selectionnes. 

De tels essais peuvent etre bases, par exemple sur ('utilisation de genes 
rapporteurs conferant une resistance a des composes determines, par exemple a des 
20 antibiotiques. La selection de cellules ayant une construction acide nucl6ique 
regulateur/gdne rapporteur et contenant un promoteur ou un element regulateur ayant 
la modification recherchee peut alors etre isolee par culture des cellules hotes 
transformees avec une telle construction en presence du compose determine, par 
exemple de Pantibiotique determine. 
25 Le gene rapporteur peut egalement coder pour toute proteine facilement 

detectable, par exemple une proteine optiquement detectable telle que la luciferase. 

En consequence, I'invention a Egalement pour objet un acide nucl6ique 
comprenant: 

a) un acide nucleique regulateur de la transcription telle que definie ci-dessus; 

30 et 

b) un polynucleotide d'interet codant pour un polypeptide ou un acide 
nucleique d'interet. 
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Selon un premier aspect, le polynucleotide d'interet dont la transcription est 
recherchee code pour une proline ou un peptide. La proteine peut etre de toute 
nature, par exemple une proteine d'inter§t th6rapeutique, y compris des cytokines, des 
proteines de structure, des rScepteurs ou encore des facteurs de transcription. Par 
exemple, dans le cas oD une transcription specifiquement dans certains tissus est 
recherchee, comme par exemple dans des cellules du tissu hSmatopoietique, c'est k 
dire de la rate, de la moelle osseuse, ou dans les leucocytes p6ripheriques, I'acide 
nucleique regulateur de la transcription comprendra avantageusement un acide 
nucleique allant du nucleotide en position -1 au nucleotide en position -1111, par 
rapport au site d'initiation de la transcription de la sequence SEQ ID N°1 ou 2, et allant 
du nucleotide en position -1 au nucleotide en position -1220 SEQ ID N°4 ou 5. 

Dans ce cas, le polynucleotide dlnteret codera pour un gene implique dans la 
lutte contre Inflammation, tel qu'un recepteur aux cytokines ou encore pour une 
superoxyde dismutase. Si un effet antitumoral est recherche, on cherchera alors k 
stimuler le nombre et I'activation de lymphocytes T cytotoxiques specifiques d'un 
antigene tumoral donne. 

Dans un autre mode de realisation, un abide nucieique "regulateur selon" 
Tinvention sera utilise en combinaison avec un polynucleotide dlnteret codant pour la 
proteine ABCA7. 

Egalement, le polynucleotide d'interet peut egalement peut etre un 
oligonucleotide de type sens. 

Comme deja mentionne, le polynucleotide d'interet peut egalement produire 
un acide nucleique, tel qu'un acide nucleique antisens specifique d'un g6ne dont on 
cherche a inhiber la traduction. 

Selon un autre aspect, le polynucleotide d'interet dont la transcription est 
regulee par I'acide nucleique regulateur est un gene rapporteur, tel que tout gdne 
codant pour une proteine detectable. 

Parmi les genes rapporteurs prefers , on peut citer notamment le gene de la 
luciterase, de la p-galactosidase (LacZ), de la chloramphenicol acetyl transferase 
(CAT) ou encore tout gene codant pour une proteine conferant une resistance a un 
compose particulier, particulidrement a un antibiotique. 
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VECTEURS RECOMBINANTS 

Par " vecteur " au sens de la presente invention on entendra une molecule 
d'ADN ou d'ARN circulaire ou lineaire qui est indifferemment sous forme de simple brin 
ou double brin. 

Selon un premier mode de realisation, un vecteur recombinant selon 
('invention est utilise afin d'amplifier Pacide nucleique regulateur selon ('invention qui y 
est insere apres transformation ou transfection de Phote cellulaire desire. 

Selon un second mode de realisation, il s'agit de vecteurs d'expression 
comprenant, outre un acide nucleique regulateur conforme a I'invention, des sequences 
dont Pexpression est recherchee dans une cellule hote ou dans un organisme 
multicellulaire determine. 

Selon un mode de realisation avantageux, un vecteur recombinant selon 
invention comprendra notamment les Elements suivants : 

(1) un acide nucleique regulateur selon I'invention; 

(2) un polynucleotide d'interet comprenant une sequence codante comprise 
dans Pacide nucleique a inserer dans un tel vecteur, ladite sequence codante etant 
placee en phase avec les signaux de regulation decrits au (1) ; et 

(3) des sequences d'initiation et d'arret de la transcription appropriees. 

En outre, les vecteurs recombinants selon Pinvention pourront inclure une ou 
plusieurs origines de replication chez les hotes cellulaires dans lesquels leur 
amplification ou leur expression est recherchee, des marqueurs ou des marqueurs de 
selection. 

A titre d'exemples, les promoteurs bacteriens pourront etre les promoteurs 
Lad, LacZ, les promoteurs de PARN polymerase du bacteriophage T3 ou T7, les 
promoteurs PR, ou PL du phage lambda. 

Les promoteurs pour cellules eucaryotes comprendront le promoteur de la 
thymidine kinase du virus HSV ou encore le promoteur de la metallothioneine-L de 
souris. 

De maniere gen6rale, pour le choix d'un promoteur adapte, Phomme du metier 
pourra avantageusement se referer & Pouvrage de Sambrook et al. (1989) precite ou 
encore aux techniques decrites par Fuller et aL (1 996; Immunology in Current Protocols 
in Molecular Biology). 
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Lorsque ('expression de la sequence genomique du gene ABCA7 sera 
desir§e, on aura pr6ferentiellement recours a des vecteurs capables d'inclure de 
grandes sequences d'insertion. Dans ce mode de realisation particulier, on utilisera de 
preference des vecteurs de bacteriophages, tels que les vecteurs de bacteriophage P1 
comme le vecteur p158 ou encore le vecteur p158/neo8 decrits par Sternberg (Trends 
Genet., (1992) 8 : 1-16; Mamm. Genome (1994) 5 : 397-404). 

Les vecteurs bacteriens preferes selon I'invention sont par exemple les 
vecteurs pBR322(ATCC37017) ou encore des vecteurs tels que pAA223-3 (Pharmacia, 
Uppsala, Suede), et pGEM1 (Promega Biotech, Madison, Wl, ETATS-UNIS). 

On peut encore citer d'autres vecteurs commercialises tels que les vecteurs 
pQE70, pQE60, pQE9 (Qiagen), psiX174, pBluescript SA, pNH8A, pNH16A, pNH18A, 
pNH46A, pWLNEO, pSV2CAT, pOG44, pXTI, pSG(Stratagene). 

II peut s'agir aussi du vecteur recombinant PXP1d£crit par Nordeen SK et al. 
{BioTechniques, (1988) 6 : 454-457). 

II peut s'agir 6galement de vecteurs de type Baculovirus tels que le vecteur 
pVL1 392/1 393 (Pharmingen) utilise pour transferer les cellules de la lignee Sf9 (ATCC 
N°CRL 171 1) derivees de Spodoptera frugiperda. 

II peut encore s'agir de vecteurs adenoviraux tels que I'adenovirus humain de 
type 2 ou 5. 

Un vecteur recombinant selon ('invention peut aussi etre un vecteur retroviral 
ou encore un vecteur adeno-associe (AAV). De tels vecteurs adeno-associes sont par 
exemple decrits par Flotte et al., Am. J. Respin, Cell Mol. Biol. (1992) 7 : 349-356 ; 
Samulski et al., J. Virol. (1989) 63: 3822-3828; MacLaughlin et al., Am. J. Hum. 
Genet (1996) 59: 561-569). 

Pour permettre ['expression d'un polynucleotide d'interet sous le controle d'un 
acide nucleique regulateur selon I'invention, la construction polynucteotidique 
comprenant la sequence regulatrice et la sequence codante doit etre introduite dans 
une cellule hote. [.'introduction d'une telle construction polynucleotidique selon 
I'invention dans une cellule hote peut etre realis6e in vitro, selon les techniques bien 
connues de I'homme du m6tier pour transformer ou transfecter des cellules, soit en 
culture primaire, soit sous la forme de lignees cellulaires. On peut aussi realiser 
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^introduction des polynucleotides selon I'invention in vivo ou ex vivo, pour la prevention 
ou le traitement de maladies liees a un deficit dans le transport en proteine ABCA7. 

Pour introduire les polynucleotides ou les vecteurs dans une cellule hote, 
Phomme du metier pourra avantageusement se referer & differentes techniques, 
comme la technique de precipitation au phosphate de calcium (Graham et al., Virology 
(1973) 52: 456-457 ; Chen et al., Mot. Cell. Biol. (1987) 7: 2745-2752), le DEAE 
Dextran (Gopal et al., Mol. Cell. Biol., (1985) 5 : 1188-1190), I'electroporation (Tur- 
Kaspa et al., Mol Cel. Biol, (1986) 6 : 716-718.; Potter et al., Proc. Natl. Acad. ScL USA 
(1984), 81(22), 7161-5), la microinjection directe (Harland et al., J Cell Biol (1985) 101 : 
1094-1095), les liposomes charges en ADN (Nicolau et al., Methods Enzymol (1987) 
149 : 157-76 ; Fraley et al., Proc. Natl. Acad. ScL USA (1979) 76 : 3348-3352). 

Une fois que le polynucleotide a ete introduit dans la cellule hote, il peut etre 
integre de maniere stable dans le genome de la cellule, integration peut etre realisee 
k un endroit precis du genome, par recombinaison homologue, ou peut etre integre au 
hasard. Dans certains modes de realisation, le polynucleotide peut etre maintenu de 
maniere stable dans la cellule hote sous la forme d'un fragment d'episome, I'episome 
comprenant des sequences permettant le maintien et la replication de ce dernier, soit 
de maniere independante, soit de maniere synchronisee avec le cycle cellulaire. 

Selon un mode de realisation particulier, une methode pour introduire un 
polynucleotide selon I'invention dans une cellule hote, en particulier une cellule hote 
provenant d'un mammifere, in vivo, comprend une etape au cours de laquelle on 
introduit une preparation comprenant un vecteur d'expression pharmaceutiquement 
compatible et un polynucleotide 11 nu ■ selon I'invention, place sous le controle de 
sequences de regulation appropriees, par injection locale au niveau du tissus choisi, 
par exemple un tissu musculaire lisse, le polynucleotide " nu " etant absorbe par les 
cellules de ce tissu. 

Des compositions pour Putilisation in vitro et in vivo comprenant des 
polynucleotides " nus n sont par exemples decrites dans la demande PCT N° WO 
95/11307 ainsi que dans les articles de Tacson et al. {Nature Med. (1996) 2(8), 888- 
892) et de Huygen et al., {Nat Med. (1996) 2(8), 893-898). 

Selon un mode de realisation specifique de ('invention, il est fourni une 
composition pour la production in vivo d'une proteine d'inter§t. Cette composition 
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comprend un polynucleotide codant pour le polypeptide d'interet place sous le controle 
d'une sequence regulatrice selon Pinvention, en solution dans un vecteur 
physiologiquement acceptable. 

La quantite de vecteur qui est injectee a Porganisme hote choisi varie selon le 
site de Pinjection. A titre indicatif, tl peut §tre injecte entre environ 0,1 et environ 100 pg 
de la construction polynucleotidique sequence regulatrice/sequence codante dans le 
corps d'un animal. 

Lorsque Pacide nucleique regulateur selon Pinvention est localise, sur la 
construction polynucleotidique (ou vecteur), de telle maniere a controler la transcription 
d'une sequence comprenant un cadre de lecture ouvert codant la proline ABCA7, le 
vecteur est injects de preference dans le corps d'un patient susceptible de developper 
une maladie liee a un deficit en proline ABCA7. 

En consequence, Pinvention concerne egalement une composition 
pharmaceutique destinee a la prevention ou au traitement de sujets affectes d'un 
dysfonctionnement de la proteine ABCA7, comprenant un acide nucleique regulateur 
selon Pinvention et un polynucleotide d'interet codant pour la proteine ABCA7, en 
association avec un ou plusieurs excipients physiologiquement compatibles. 

Avantageusement, une telle composition comprendra I'acide nucleique 
regulateur defini par Pune des sequences SEQ ID N°1 ou 2, et SEQ ID N°4 ou 5, ou un 
fragment biologiquement actif de cet acide nucleique regulateur. 

invention a en outre pour objet une composition pharmaceutique destinee k la 
prevention ou au traitement de sujets affectes d'un dysfonctionnement dans le 
metabolisme des lipides, comprenant un vecteur recombinant tel que defini ci-dessus, 
en association avec un ou plusieurs excipients physiologiquement compatibles. 

^invention a egalement pour objet une composition pharmaceutique destinee a 
la prevention ou au traitement de sujets affectes d'un dysfonctionnement des 
processus impliquant le systeme immunitaire et Pinflammation, comprenant un vecteur 
recombinant tel que defini ci-dessus, en association avec un ou plusieurs excipients 
physiologiquement compatibles. 

^invention est Sgalement. relative a Putilisation d'une construction 
polynucleotidique conforme a Pinvention et comprenant un acide nucleique regulateur 
du gene ABCA7 ainsi qu'une sequence codant pour la proteine ABCA7, pour la 
fabrication d'un medicament destine a la prevention ou au traitement de sujets affectes 



WO 02/34903 



31 



PCT/FR01/03219 



d'un dysfonctionnement du m&abolisme des lipides ou d'un probfeme d'origine 
immunologique ou encore d'origine inflammatoire. 

L'invention a egalement trait a I'utilisation d'un vecteur recombinant selon 
(Invention, comprenant, outre un acide nucleique regulateur de Tinvention, un acide 
nucteique codant pour la proteine ABCA7, pour !a fabrication d'un medicament destine 
& la prevention ou au traitement de sujets affectes d'un dysfonctionnement des 
processus impliquant le systeme immunitaire et ^inflammation. 

Vecteurs utiles dans desprocedes de therapie genique somatique et 
compositions contenant de tels vecteurs 

La pr^sente invention concerne aussi une nouvelle approche therapeutique 
pour le traitement et/ou la prevention des pathologies liees au metabolisme des lipides 
ainsi que pour le traitement et/ou la prevention des pathologies liees au 
dysfonctionnement des mecanismes de mediation iymphocytaire de ^inflammation. Elle 
propose une solution avantageuse aux inconvenients de Tart anterieur, en demontrant 
la possibjlite de traiter ies pathologies, notamment des pathologies . Ii§es a un 
dysfonctionnement du metabolisme des lipides dans Ies tissus myelo-lymphatiques, par 
la therapie genique, par le transfert et I'expression in vivo d'une construction 
polynucleotidique comprenant, outre un acide nucleique regulateur selon Tinvention, 
une sequence codant pour une proteine ABCA7 qui est fortement pr§sum£e comme 
6tant impliquee dans le transport et/ou le metabolisme des lipides. ^invention offre 
ainsi un moyen simple permettant un traitement specifique et efficace des sujets 
affectes d'un dysfonctionnement des processus impliquant le systeme immunitaire et 
('inflammation. 

La therapie genique consiste a corriger une deficience ou une anomalie 
(mutation, expression aberrante, etc.) ou a assurer 1'expression d'une proteine d'interet 
th6rapeutique par introduction d'une information genetique dans la cellule ou Torgane 
affecte. Cette information g§netique peut etre introduite soit ex vivo dans une cellule 
extraite de I'organe, la cellule rnodiftee etant alors r^introduite dans I'organisme, soit 
directement in vivo dans le tissu approprie. Dans ce second cas, differentes techniques 
existent, parmi lesquelles des techniques diverses de transfection impliquant des 
complexes d'ADN et de DEAE-dextran (Pagano et ak, J.Virol. 1 (1967) 891), d'ADN et 
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de proteines nucleaires (Kaneda et al., Science 243 (1989) 375), d'ADN et de iipides 
(Feigner et al., PNAS 84 (1987) 7413), Pemploi de liposomes (Fraley et al., 
J.Biol.Chem. 255 (1980) 10431), etc. Plus recemment, i'emploi de virus comme 
vecteurs pour le transfert de genes est apparu comme une alternative prometteuse a 
5 ces techniques physiques de transfection. A cet egard, differents virus ont ete testes 
pour leur capacite a infecter certaines populations cellulaires. En particulier, les 
retrovirus (RSV, HMS, MMS, etc.), le virus HSV, les virus adeno-associes, et les 
adenovirus. 

La prSsente invention est done egalement relative & une nouvelle approche 
io therapeutique pour le traitement des pathologies liees au transport des Iipides, 
consistant a transferer et a exprimer in vivo des genes codant pour ABCA7 places sous 
le controle d'un acide regulateur selon l'invention. II est particulierement avantageux de 
construire des virus recombinants contenant une sequence d'ADN comprenant un 
acide nucleique regulateur selon ('invention et une sequence codant pour une proline 
is ABCA7 impliquee dans le metabolisme de Iipides, d'administrer ces virus recombinants 
in vivo, et que cette administration permette une expression stable, et efficace d'une 
proteine ABCA7 biologiquement active in vivo, et sans effet cytopathologique. 

Les adenovirus constituent des vecteurs particulierement efficaces pour le 
transfert et I'expression du gene ABCA7. En particulier, ['utilisation d'adenovirus 
20 recombinants comme vecteurs permet d'obtenir des niveaux d'expression suffisamment 
eleves du gdne d'interet pour produire I'effet therapeutique recherche. D'autres 
vecteurs viraux, tels que les retrovirus ou les virus adeno-associes (AAV), permettant 
une expression stable du gdne sont aussi revendiques. 

La presente invention offre ainsi une nouvelle approche pour le traitement et la 
25 prevention des pathologies liees a des dysfonctionnements dans le metabolisme des 
Iipides et dans les voies de signalisation de ('inflammation par les lymphocytes. 

L'invention a done aussi pour objet un virus recombinant defectif comprenant 
un acide nucleique regulateur selon l'invention et une sequence nucleique codant pour 
une proteine ABCA7 impliqu6e dans le metabolisme des Iipides ou dans les processus 
30 impliquant le systeme immunitaire et Tinf (animation. 

L'invention a egalement trait a I'utilisation d'un tel virus recombinant defectif 
pour la preparation d'une composition pharmaceutique destin§e au traitement et/ou a la 
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prevention des dysfonctionnements de la signalisation de I'inflammation par les 
lymphocytes. 

La presente invention concerne 6galement I'utiiisation de cellules modifiees 
genetiquement ex vivo par un virus tel que decrit ci-dessus, ou de cellules productrices 
de tels virus, implantees dans I'organisme, permettant une expression in vivo prolongee 
et efficace d'une proteine ABCA7 biologiquement active. 

La presente invention montre qu'il est possible d'incorporer une sequence 
d'ADN codant pour ABCA7 dans le controle d'un acide nucieique regulateur tel que 
defini ci-dessus dans un vecteur viral, et que ces vecteurs permettent d'exprimer 
efficacement une forme mature, biologiquement active. Plus particulierement, 
Tinvention montre que I'expression in vivo de ABCA7 peut etre obtenue par 
administration directe d'un adenovirus ou par implantation d'une cellule productrice ou 
genetiquement modifiee par un adenovirus ou par un retrovirus incorporant un tel ADN. 

La presente invention est particulierement avantageuse, car elle permet 
d'induire une expression controlee et sans effet nocif de ABCA7 dans des organes qui 
ne sont pas normalement concernes par Pexpression de cette proteine. En particulier, 
une- liberation significative de la proteine ABCA7 est obtenue par implantation de 
cellules productrices de vecteurs de ('invention, ou infectees ex vivo par des vecteurs 
de ('invention. 

L'activite de mediateur dans le metabolisme des lipides produit dans le cadre 
de la presente invention peut etre du type ABCA7 humaine ou animate. La sequence 
nucieique utilisSe dans le cadre de la presente invention peut etre un ADNc, un ADN 
g6nomique (ADNg), un ARN (dans le cas des retrovirus) ou une construction hybride 
consistant par exemple en un ADNc dans lequel seraient inseres un ou plusieurs 
introns. II peut egalement s'agir de sequences synthetiques ou semi-synthetiques. De 
maniere particulierement avantageuse, on utilise un ADNc ou un ADNg. En particulier, 
1'utilisation d'un ADNg permet une meilleure expression dans les cellules humaines. 
Pour permettre leur incorporation dans un vecteur viral selon Tinvention, ces sequences 
sont avantageusement modifiees, par exemple par mutagenese dirigee, en particulier 
pour I'insertion de sites de restriction appropries. Les sequences d6crites dans Tart 
anterieur ne sont en effet pas construites pour une utilisation selon ('invention, et des 
adaptations pr£alables peuvent s'averer necessaires, pour obtenir des expressions 
importantes. Dans le cadre de la presente invention, on pr§fere utiliser une sequence 
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nucl&que codant pour une proteine ABCA7 humaine. Par ailleurs, il est egalement 
possible d'utiliser une construction codant pour un derive de ces proteines ABCA7. Un 
derive de ces proteines ABCA7 comprend par exemple toute sequence obtenue par 
mutation, deletion et/ou addition par rapport a (a sequence native, et codant pour un 
produit conservant I'activite de mediateur du metabolisme des lipides. Ces 
modifications peuvent etre realisees par les techniques connues de I'homme du m&ier 
(voir techniques generates de biologie moleculaire ci-apres). L'activite biologique des 
derives ainsi obtenus peut ensuite §tre aisement determinee, comme indique 
notamment dans les exemples decrivant la mesure de I'efflux de lipides a partir des 
cellules. Les derives au sens de I'invention peuvent egalement §tre obtenus par 
hybridation a partir de banques d'acides nucleiques, en utilisant comme sonde la 
sequence native ou un fragment de celle-ci. 

Ces derives sont notamment des molecules ayant une plus grande affinite pour 
leurs sites de fixation, des molecules presentant une plus grande resistance aux 
proteases, des molecules ayant une efficacite therapeutique plus grande ou des effets 
secondaires moindres, ou eventuellement ayant de nouvelles proprietes biologiques. 
Les derives incluent egalement les sequences d'ADN modifies permettant une 
expression amelioree in vivo. 

Dans un premier mode de realisation, la presente invention concerne un virus 
recombinant defectif comprenant un acide nucleique regulateur selon I'invention et une 
sequence d'ADNc codant pour une proteine ABCA7 impliquee dans le transport et le 
metabolisme du cholesterol. Dans un autre mode de realisation prefere de I'invention, 
la sequence d'ADN est une sequence d'ADNg. La sequence d'ADNc codant pour la 
proteine ABCA7, et utilisable dans un vecteur selon I'invention est avantageusement la 
sequence SEQ ID N°8. 

Les vecteurs de I'invention peuvent etre prepares a partir de differents types de 
virus. Preferentiellement, on utilise des vecteurs derives des adenovirus, des virus 
adeno-associes (AAV), des virus de I'herpes (HSV) ou des retrovirus. II est tout 
particulierement avantageux d'utiliser un adenovirus, pour une administration directe ou 
pour la modification ex vivo de cellules destinees a etre implantees, ou un retrovirus, 
pour I'implantation de cellules productrices. 

Les virus selon I'invention sont d6fectifs, c'est-a-dire qu'ils sont incapables de 
se repliquer de fagon autonome dans la cellule cible. Generalement, le g§nome des 
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virus ctefectifs utilises dans le cadre de la presente invention est done depourvu au 
moins des sequences necessaires a la replication dudit virus dans la cellule infectee. 
Ces regions peuvent etre soit eliminees (en tout ou en partie), soit rendues non- 
fonctionnelles, soit substituees par d'autres sequences et notamment par la sequence 
nucleique codant pour la proteine ABCA7. Preferentiellement, le virus defectif conserve 
neanmoins les sequences de son genome qui sont necessaires k I'encapsidation des 
particules virales. 

S'agissant plus particulierement d'adenovirus, differents serotypes, dont la 
structure et les proprietes varient quelque peu, ont ete caracterises. Parmi ces 
serotypes, on prefere utiliser dans le cadre de la presente invention les adenovirus 
humains de type 2 ou 5 (Ad 2 ou Ad 5) ou les adenovirus d'origine animale (voir 
demande WO 94/26914). Parmi les adenovirus d'origine animale utilisables dans le 
cadre de la presente invention on peut citer les adenovirus d'origine canine, bovine, 
murine, (exemple : Mav1, Beard et al., Virology 75 (1990) 81), ovine, porcine, aviaire ou 
encore simienne (exemple : SAV). De preference, ('adenovirus d'origine animale est un 
adenovirus canin, plus preferentiellement un adenovirus CAV2 [souche Manhattan ou 
A26/61 (ATCC VR-800) par exemple]. De preference, on utilise dans' le cadre "de 
I'invention des adenovirus d'origine humaine ou canine ou mixte. Preferentiellement, les 
adenovirus d6fectifs de ('invention comprennent les ITR, une sequence permettant 
I'encapsidation et la sequence codant pour la proteine ABCA7 placee sous le controle 
d'un acide nucleique selon Invention. Avantageusement, dans le genome des 
adenovirus de I'invention, la region E1 au moins est rendue non fonctionnelle. Encore 
plus preferentiellement, dans le genome des adenovirus de I'invention, le g£ne E1 et au 
moins I'un des g£nes E2, E4, L1-L5 sont non fonctionnels. Le gene viral considere peut 
etre rendu non fonctionnel par toute technique connue de I'homme du metier, et 
notamment par suppression totale, substitution, deletion partielle, ou addition d'une ou 
plusieurs bases dans le ou les gdnes considerSs. De telles modifications peuvent etre 
obtenues in vitro (sur de TADN isole) ou in situ, par exemple, au moyens des 
techniques du genie g§n§tique, ou encore par traitement au moyen d'agents 
mutagdnes. D'autres regions peuvent egalement etre modifies, et notamment la 
region E3 (WO 95/02697), E2 (WO 94/28938), E4 (WO 94/28152, WO 94/12649, WO 
95/02697) et L5 (WO 95/02697). Selon un mode pr6f6n§ de mise en oeuvre, 
I'adenovirus selon I'invention comprend une deletion dans les regions E1 et E4 et la 
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sequence codant pour ABCA7 est inser6e au niveau de la region E1 inactivee. Selon 
un autre mode de realisation prefere, il comprend une deletion dans la region E1 au 
niveau de laquelle sont inserts la region E4 et la sequence codant pour ABCA7 
(Demande de brevet Frangais FR 94 13355). 

5 Les adenovirus recombinants defectifs selon invention peuvent §tre prepares 

par toute technique connue de I'homme du metier (Levrero et aL, Gene (1991) 101: 
195, EP 185 573; Graham, EMBO J. (1984) 3: 2917). En particulier, ils peuvent §tre 
prepares par recombinaison homologue entre un adenovirus et un plasmide portant 
entre autre la sequence d'ADN codant pour la proteine ABCA7. La recombinaison 

10 homologue se produit apres co-transfection desdits adenovirus et plasmide dans une 
Iign6e cellulaire appropriee. La lignee cellulaire utilisee doit de preference (i) etre 
transformable par lesdits elements, et (ii), comporter les sequences capables de 
complementer la partie du genome de 1'adenovirus defectif, de preference sous forme 
intSgree pour eviter les risques de recombinaison. A titre d'exemple de Iign6e, on peut 

is mentionner la lignee de rein embryonnaire humain 293 (Graham et al., J. Gen. ViroL 
(1977) 36 :59) qui contient notamment, integree dans son genome, la partie gauche du 
"genome d'un adenovirus Ad5 (12 %) ou des Iign6es capables de complementer les 
fonctions E1 et E4 telles que decrites notamment dans les demandes n° WO 94/26914 
et WO 95/02697. 

20 Ensuite, les adenovirus qui se sont multiplies sont recuper£s et purifies selon 

les techniques classiques de biologie moleculaire, comme illustre dans les exemples. 

Concernant les virus adeno-associes (AAV), il s'agit de virus a ADN de taille 
relativement reduite, qui s'integrent dans le genome des cellules qu'ils infectent, de 
manure stable et site-specifique. Ils sont capables d'infecter un large spectre de 

25 cellules, sans induire d'effet sur la croissance, la morphologie ou la differentiation 
cellulaires. Par ailleurs, ils ne semblent pas impliques dans des pathologies chez 
Thomme. Le genome des AAV a ete clone, s6quenc§ et caracterise. II comprend 
environ 4700 bases, et contient k chaque extremite une region r§petee inversee (ITR) 
de 145 bases environ, servant d'origine de replication pour le virus. Le reste du genome 

30 est divise en 2 regions essentielles portant les fonctions d'encapsidation : la partie 
gauche du genome, qui contient le gene rep implique dans la replication virale et 
('expression des genes viraux; la partie droite du genome, qui contient le gene cap 
codant pour les prolines de capside du virus. 
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^utilisation de vecteurs derives des AAV pour le transfert de genes in vitro et in 
vivo a 6te dScrite dans la litterature (voir notamment WO 91/18088; WO 93/09239; US 
4,797,368, US 5,139,941, EP 488 528). Ces documents d<§crivent differentes 
constructions derivees des AAV, dans lesquelles les genes rep et/ou cap sont d§let6s 
et remplaces par un gene d'interet, et leur utilisation pour transferer in vitro (sur cellules 
en culture) ou in vivo (directement dans un organisme) ledit gene d'interet. Toutefois, 
aucun de ces documents ne decrit ni ne suggere I'utiiisation d'un AAV recombinant 
pour le transfert et 1'expression in vivo ou ex vivo d'une proline ABCA7, ni les 
avantages d'un tel transfert. Les AAV recombinants defectifs selon invention peuvent 
etre prepares par co-transfection, dans une lign§e cellulaire infectee par un virus 
auxiliafre humain (par exemple un adenovirus), d'un plasmide contenant la sequence 
codant pour la proteine ABCA7 bordee de deux regions r6p§tees inversees (ITR) 
d'AAV, et d'un plasmide portant les genes d'encapsidation (genes rep et cap) d'AAV. 
Les AAV recombinants produits sont ensuite purifies par des techniques classiques. 

Concernant les virus de I'herpes et les retrovirus, la construction de vecteurs 
recombinants a ete largement decrite dans la litterature : voir notamment Breakfield et 
al.;(New Biologist 3 (1991) 203); EP 453242, EP 178220, Bernstein et al. (Genet. Eng. 
7 (1985) 235); McCormick, (BioTechnology 3 (1985) 689), etc. 

En particulier, les retrovirus sont des virus integrals, infectant les cellules en 
division. Le genome des retrovirus comprend essentiellement deux LTR, une 
sequence d'encapsidation et trois regions codantes (gag, pol et env). Dans les 
vecteurs recombinants derives des retrovirus, les genes gag, pol et env sont 
gSneralement deletes, en tout ou en partie, et remplaces par une sequence d'acide 
nucleique heterologue d'interet. Ces vecteurs peuvent etre realises a partir de 
differents types de retrovirus tels que notamment le MoMuLV ("murine moloney 
leukemia virus"; encore designe MoMLV), le MSV ("murine moloney sarcoma virus"), le 
HaSV ("harvey sarcoma virus"); le SNV ("spleen necrosis virus"); le RSV ("rous 
sarcoma virus") ou encore le virus de Friend. 

Pour construire des retrovirus recombinants comportant une sequence codant 
pour la proteine ABCA7 plac§e sous le controle d'un acide nucleique regulateur selon 
Tinvention, un plasmide comportant notamment les LTR, la sequence tfencapsidation 
et ladite sequence codante est generalement constant, puis utilis§ pour transferer une 
lignee cellulaire dite d'encapsidation, capable d'apporter en trans les fonctions 
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r&rovirales deficientes dans le plasmide. Generalement, les lignees d'encapsidation 
sont done capables d'exprimer les genes gag, pol et env. De telles lignees 
d'encapsidation ont ete decrites dans I'art anterieur, et notamment la lignee PA317 (US 
4,861,719); la lignee PsiCRIP (WO 90/02806) et la lignee GP+envAm-12 (WO 
89/07150). Par ailleurs, les retrovirus recombinants peuvent comporter des 
modifications au niveau des LTR pour supprimer I'activite transcriptionnelle, ainsi que 
des sequences d'encapsidation etendues, comportant une partie du gene gag (Bender 
et al., J. Virol. 61 (1987) 1639). Les retrovirus recombinants produits sont ensuite 
purifies par des techniques classiques. 

Pour la mise en oeuvre de la presente invention, il est tout particulierement 
avantageux d'utiliser un adenovirus recombinant defectif. Les resultats donnes ci-apres 
demontrent en effet les proprietes particulierement interessantes des adenovirus pour 
I'expression in vivo d'une proteine ayant une activite de mediateur du metabolisme des 
lipides. Les vecteurs adenoviraux selon I'invention sont particulierement avantageux 
pour une administration directe in vivo d'une suspension purifiee, ou pour la 
transformation ex vivo de cellules, notamment autologues, en vue de leur implantation. 
De plus, les vecteurs adenoviraux selon I'invention presentent en outre des avantages 
importants, teis que notamment leur tres haute efficacite defection, permettant de 
realiser des infections a partir de faibles volumes de suspension virale. 

Selon un autre mode particulierement avantageux de mise en oeuvre de 
I'invention, on utilise une lignee productrice de vecteurs retroviraux contenant un acide 
nucleique regulateur selon I'invention et la sequence codant pour la proteine ABCA7, 
pour une implantation in vivo. Les lignees utilisables a cet effet sont notamment les 
cellules PA317 (US4.861.719), PsiCrip (WO 90/02806) et GP+envAm-12 (US 
5,278,056), modifiees pour permettre la production d'un retrovirus contenant une 
sequence nucleique codant pour une proteine ABCA7 selon I'invention. Par exemple 
des cellules souches totipotentes, precurseurs des lignees cellulaires sanguines, 
peuvent etre prelevees et isolees chez le sujet. Ces cellules mises en culture peuvent 
etre alors transferees par le vecteur retroviral contenant la sequence codant pour la 
proteine ABCA7 sous le controle de son propre promoteur. Ces cellules sont alors 
reintroduces chez le sujet. La differentiation de ces cellules sera a I'origine de cellules 
du tissu hematopoi'etique exprimant la proteine ABCA7, notamment des lymphocytes T 
qui, participant a la signalisation de ('inflammation. 
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Avantageusement, dans les vecteurs de ['invention, la sequence codant pour la 
proteine ABCA7 est placee sous le contrdle d'un acide r6gulateur selon I'invention 
comprenant les elements regulateurs permettant son expression dans les cellules 
infectees, et tout particulferement les 6l6ments regulateurs de type NFkappaB, CEBP, 
5 et GFI1. 

Comme indique ci-avant, la presente invention concerne egalement toute 
utilisation d'un virus tel que decrit ci-dessus pour la preparation d'une composition 
pharmaceutique destinee au traitement et/ou & la prevention des pathologies liees au 
metabolisme des lipides ou encore au dysfonctionnement lie aux processus impliquant 

10 le systeme immunitaire et rinflammation. 

La presente invention concerne egalement une composition pharmaceutique 
comprenant un ou plusieurs virus recombinants dSfectifs tels que decrits 
precedemment. Ces compositions pharmaceutiques peuvent etre formulees en vue 
d'administrations par voie topique, orale, parenteral, intranasale, intraveineuse, 

is intramusculaire, sous-cutanee, intra-occulaire, transdermique, etc. De preference, les 
compositions pharmaceutiques de Pinvention contiennent un vehicule 
pharmaceutiquement acceptable pour une formulation injectabte, notamment pour une 
injection intraveineuse, telle que par exemple dans la veine porte du patient. II peut 
s'agir en particulier de solutions steriles, isotoniques, ou de compositions seches, 

20 notamment lyophilisees, qui, par addition selon le cas d ! eau sterilisee ou de serum 
physiologique, permettent la constitution de solutes injectables. Uinjection directe dans 
la veine porte du patient est avantageuse car elle permet de cibler I'infection au niveau 
du foie et ainsi, de concentrer I'effet thSrapeutique au niveau de cet organe. 

Les doses de virus recombinant defectif utilisees pour Tinjection peuvent etre 

25 adaptees en fonction de differents parametres, et notamment en fonction du vecteur 
viral, du mode d'administration utilise, de la pathologie concern6e ou encore de la 
duree du traitement recherchee. D r une maniere g6n§rale, les adenovirus recombinants 
selon ('invention sont formules et administres sous forme de doses comprises entre 10 4 
et 10 14 pfu/ml, et de preference 10 6 a 10 10 pfu/ml. Le terme pfu ("plaque forming 

30 unit") correspond au pouvoir infectieux d'une solution de virus, et est determine par 
infection d'une culture cellulaire appropri6e, et mesure, generalement aprds 48 heures, 
du nombre de plages de cellules infectees. Les techniques de determination du titre pfu 
d'une solution virale sont bien documentees dans la litterature. 
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Concernant les retrovirus, les compositions selon invention peuvent comporter 
directement les cellules productrices, en vue de leur implantation. 

A cet egard, un autre objet de I'invention concerne toute cellule de mammifere 
infectee par un ou plusieurs virus recombinants defectifs tels que decrits ci-dessus. 
Plus particulierement, I'invention concerne toute population de cellules humaines 
infectees par ces virus. II peut s'agir en particulier de cellules d'origine sanguine 
(cellules souches totipotentes ou precurseurs), fibroblastes, myoblastes, hepatocytes, 
keratinocytes, cellules musculaires lisses et endothelials, cellules gliales, etc. 

Les cellules selon I'invention peuvent etre issues de cultures primaires. Celles- 
ci peuvent etre prelevees par toute technique connue de I'homme du metier, puis mises 
en culture dans des conditions permettant leur proliferation. S'agissant plus 
particulierement de fibroblastes, ceux-ci peuvent etre aisement obtenus a partir de 
biopsies,, par exemple selon la technique decrite par Ham (Methods Cell Biol (1980) 
21a: 255). Ces cellules peuvent etre utilisees directement pour I'infection par les virus, 
ou conservees, par exemple par congelation, pour I'etablissement de banques 
autologues, en vue d'une utilisation ulterieure. Les cellules selon I'invention peuvent 
egalement etre des cultures secondares, obtenues par exemple a partir de banques 
preetablies (voir par exemple EP 228458, EP 289034, EP 400047, EP 456640). 

Les cellules en culture sont ensuite infectees par les virus recombinants, pour 
leur conferer la capacite de produire une proteine ABCA7 biologiquement active. 
L'infectlon est realisee in vitro selon des techniques connues de I'homme du metier. En 
particulier, selon le type de cellules utilise et le nombre de copies de virus par cellule 
desire, I'homme du metier peut adapter la multiplicity defections et eventuellement le 
nombre de cycles d'infections realise. II est bien entendu que ces etapes doivent etre 
effectuees dans des conditions de sterilite appropriees lorsque les cellules sont 
destinees a une administration in vivo. Les doses de virus recombinant utilisees pour 
I'infection des cellules peuvent etre adaptees par I'homme du metier selon le but 
recherche. Les conditions decrites cj-avant pour ('administration in vivo peuvent etre 
appliquees a I'infection in vitro. Pour I'infection par des retrovirus, il est egalement 
possible de co-cultiver les cellules que I'on desire infecter avec des cellules 
productrices des retrovirus recombinants selon I'invention. Ceci permet de s'affranchir 
de la purification des retrovirus. 
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Un autre objet de I'invention concerne un implant comprenant des cellules de 
mammiferes infectees par un ou plusieurs virus recombinants defectifs telles que 
decrites ci-dessus ou des cellules productrices de virus recombinants, et une matrice 
extracellulaire. Preferentiellement, les implants selon ('invention comprennent 10 5 a 
10 10 cellules. Plus preferentiellement, ils en comprennent 10 6 & 10^. 

Plus particulierement, dans les implants de I'invention, la matrice extracellulaire 
comprend un compose g§lifiant et eventuellement un support permettant I'ancrage des 
cellules. 

Pour la preparation des implants selon invention, differents types de gelifiants 
peuvent etre employes. Les gelifiants sont utilises pour I'inclusion des cellules dans une 
matrice ayant la constitution d'un gel, et pour favoriser I'ancrage des cellules sur le 
support, le cas echeant. Differents agents d'adhesion cellulaire peuvent done etre 
utilises comme gelifiants, tels que notamment le collagene, la gelatine, les 
glycosaminoglycans, la fibronectine, les lectines, etc. De preference, on utilise dans le 
cadre de la pr6sente invention du collagene. II peut s'agir de collagene d'origine 
humaine, bovine ou murine. Plus preferentiellement, on utilise du collagene de type I. 

- Comme indique ci avant, les compositions selon I'invention comprennent 
avantageusement un support permettant I'ancrage des cellules. Le terme ancrage 
d§signe toute forme d'interaction biologique et/ou chimique et/ou physique entramant 
I'adhesion et/ou la fixation des cellules sur le support. Par ailleurs, les cellules peuvent 
soit recouvrir le support utilise, soit penetrer & I'inferieur de ce support, soit les deux. On 
prefere utiliser dans le cadre de Invention un support solide, non toxique et/ou bio- 
compatible. En particulier, on peut utiliser des fibres de polytetrafluoroethylene (PTFE) 
ou un support d'origine biologique. 

La presente invention offre ainsi un moyen tres efficace pour le traitement ou la - 
prevention des pathologies liees au transport du cholesterol, en particulier I'obesite, 
rhypertriglyceridSmie, ou, dans le domaine des affections cardio-vasculaires, Tinfarctus 
du myocarde, Tangor, la moil subite, la decompensation cardiaque et les accidents 
cer§bro-vasculaires. 

En outre, ce traitement peut concerner aussi bien I'homme que tout animal tel 
que les ovins, les bovins, les animaux domestiques (chiens, chats, etc.), les chevaux, 
les poissons, etc. 
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CELLULES HOTES RECOMBINANTES 

L'invention concerne aussi une cellule hote recombinante comprenant Pun 
quelconque des acides nucleiques de l'invention de sequence SEQ ID N° 1 a SEQ ID 
N°6, et plus particulierement un acide nucteique de sequence SEQ ID NO 1 a SEQ ID 
N°3. 

Selon un autre aspect, l'invention est egalement relative a une cellule hote 
recombinante comprenant un vecteur recombinant tel que ci-dessus decrit. 

Les cellules hotes preferees selon ('invention sont par exemple les suivantes : 

a) cellules hotes procaryotes: souches d' Escherichia coli (souche DH5-a), de 
Bacillus subtilis, de Salmonella typhimurium, ou encore des souches d'especes telles 
que Pseudomonas, Streptomyces et Staphylococus ; 

b) cellules hotes eucaryotes: cellules HeLa (ATCC N°CCL2), cellules Cv 1 
(ATCC N°CCL70), cellules COS (ATCC N°CRL 1650), cellules Sf-9 (ATCC N°CRL 
1711), cellules CHO (ATCC N°CCL-61) ou encore cellules 3T3 (ATCC N°CRL-6361), 
ou encore les cellules de la lignee Hepa1-6 referencees a I'American Type Culture 
Collection (ATCC, Rockville, MD, Etats-Unis d'Amerique). 

c) les cellules en culture primaire provenant d'un individu chez lequel 
1'expression d'un acide nucleique d'interet place sous le controle d'un acide nucl6ique 
r§gulateur selon Tinvention est recherchee. 

d) Les cellules a multiplication indefinie (lignees cellulaires) obtenues a partir 
des cellules en culture primaire du c) ci-dessus, selon des techniques bien connues de 
rhomme du metier. 



PROCEDES DE CRIBLAGE 

Procdde de criblaae in vitro. 

L'invention fournit des proc§des pour trailer un sujet affecte d'une pathologie 
Ii6e au niveau d'expression de la proteine ABCA7. En particulier, une telle m§thode de 
traitement consiste a administrer au sujet un compost modulant Texpression du gene 
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ABCA7, qui peut etre identify selon divers precedes de criblage in vitro tels que d6finis 
ci-apres. 

Une premiere methode consiste a identifier des composes modulant 
I'expression du gene ABCA7. Selon une telle methode, des cellules exprimant le gene 
ABCA7 sont incubees avec une substance ou molecule candidate a tester et le niveau 
d'expression de I'ARN messager de ABCA7 ou encore le niveau de production de la 
proteine ABCA7 est ensuite determine. 

Les niveaux d'ARN messager de ABCA7 peuvent etre determines par 
hybridation sur gel de type Northern, bien connu de I'homme du metier. Les niveaux 
d'ARN messager de ABCA7 peuvent egalement etre determines par des precedes 
mettant en oeuvre la PCR ou encore la technique decrite par WEBB et al. (Journal of 
Biomolecular Screening (1 996), vol. 1:119). 

Les niveaux de production de la proteine ABCA7 peuvent etre determines par 
immunoprecipitation ou immunochimie en utilisant un anticorps qui reconnaTt 
specifiquement la proteine ABCA7. 

Selon une autre methode de criblage d'une molecule ou substance -candidate 
modulant I'activite d'un acide nucleique regulateur selon I'invention, une construction 
nucleotidique telle que definie ci-dessus, comprenant un acide nucleique regulateur 
selon I'invention ainsi qu'un polynucleotide rapporteur place sous le controle de I'acide 
nucleique regulateur, est utilisee, ledit acide nucleique regulateur comprenant au moins 
un promoteur de base et au moins un element regulateur de I'une des sequences SEQ 
ID N°1 a SEQ ID N°3. Le polynucleotide rapporteur peut etre un gene codant pour une 
proteine detectable, tel qu'un gene codant pour une luciferase. 

Selon un tel precede de criblage, les cellules sont transferees avec la 
construction polynucleotidique contenant I'acide nucleique regulateur selon I'invention 
et le polynucleotide rapporteur, de maniere stable ou transitoire. 

Les cellules transformees sont ensuite incubees en presence ou en I'absence 
de la molecule ou de la substance candidate a tester pendant un temps suffisant, puis 
le niveau d'expression du gene rapporteur est determine. Les composes qui induisent 
un changement statistiquement significant de I'expression du gene rapporteur (soit une 
augmentation, soit au contraire une diminution de I'expression du gene rapporteur) sont 
ensuite identifies et, le cas echeant, selectionnes. 
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Ainsi, Tinvention a encore pour objet un procSde pour le criblage in vitro cTune 
molecule ou d'une substance modulant I'activite d'un acide nucleique regulateur selon 
invention, notamment modulant la transcription du polynucleotide rapporteur constitutif 
d'une construction polynucleotidique selon Tinvention, caracteris6 en ce qu'il comporte 
5 les etapes consistant a : 

a) mettre en culture une cellule hote recombinante comprenant un 
polynucleotide d'interet place sous le controle d'un acide nucleique regulateur selon 
invention; 

b) incuber la cellule h6te recombinante avec la substance ou molecule a 

10 tester; 

c) detecter 1'expression du polynucleotide d'interet; 

d) comparer les resultats obtenus a Tetape c) avec les r6sultats obtenus 
lorsque la cellule hote recombinante est mise en culture en I'absence de la molecule ou 
substance candidate a tester. 

is L'invention concerne aussi un kit ou necessaire pour le criblage in vitro d'une 

molecule ou d'une substance candidate capable de moduler I'activite d'un acide 
■ nucleique regulateur selon l'invention, comprenant: 

a) une cellule hote transformee avec une construction polynucleotidique telle 
que definie ci-dessus, comprenant un polynucleotide rapporteur d'interet place sous le 

20 controle d'un acide nucleique regulateur selon l'invention; et 

b) le cas echeant, des moyens de detection de 1'expression du polynucleotide 
rapporteur d'interet. 

De preference, le polynucleotide rapporteur d'interet est la sequence codante 

d'une luciferase. Dans ce cas, I'acide nucleique regulateur selon {'invention est insere 
25 dans un vecteur, en amont de la sequence codant pour la luciferase. II peut s'agir par 

exempie du vecteur pGL3-basic (pGL3-b) commercialise par la Societe PROMEGA 

(Madison, Wisconsin, Etats-Unis). 

Dans ce cas, le vecteur recombinant comprenant la sequence codante de la 

luciferase plac6e sous le controle d'un acide nucleique regulateur selon l'invention est 
30 transfecte dans les cellules hotes recombinantes dont I'activite luciferase est ensuite 

determinee apres mise en culture en presence ou non de la substance ou de la 

molecule candidate a tester. 
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On peut dans ce cas utiliser comme temoins des vecteurs pGL3-b contenant 
soit le promoteur du cytomegalovirus (CMV), le promoteur ApoAl ou encore aucun 
promoteur. Pour le test d'activite luciferase, les cellules transferees sont lavees avec 
un tampon PBS et lysees avec 500 pi de tampon de lyse (50 mM tris, 150 mM NaCI, 
0,02% d'azide de sodium, 1% de NP-40, 100 pg/ml de AEBSF et 5 pg/ml de 
leupeptine). 

50 pi du lysat cellulaire obtenu sont ensuite ajoutes a 100 pi du substrat de la 
luciferase (Promega) et les mesures d'activite sont realisees sur un lecteur 
spectrophotometrique de microplaque, 5 minutes apres I'addition du lysat cellulaire. 

Les donnees sont exprimees en unites relatives d'activite luciferase. Les 
constructions polynucleotidiques produisant de hauts niveaux d'activite luciferase dans 
les cellules transferees sont celles qui contlennent un acide nucleique regulateur selon 
I'invention compris dans la sequence SEQ ID N°1 qui est capable de stimuler la 
transcription. 

Pour les mesures des niveaux d'expression d'ARN messager dans un precede 
de criblage selon I'invention, on prepare tout d'abord des sondes specifiques de I'ARN 
messager du polynucleotide rapporteur d'interet, par exemple a I'aide du kit multiprime 
labeling kit (commercialise par la Societe Amersham Life Sciences, Cleveland, Ohio, 
Etats-Unis). 

PROCEDE DE CRIBLAGE IN VIVO 

Selon un autre aspect de I'invention, des compositions modulant I'activite d'un 
acide nucleique regulateur selon I'invention peuvent §tre identifies in vivo, dans des 
animaux transgeniques non humains. 

Selon une telle methode, un animal transgenique non humain, par exemple 
une souris, est traite avec une molecule ou une substance candidate a tester, par 
exemple une substance ou molecule candidate auparavant selectionnee par un 
proc^de de criblage in vitro tel que d§fini ci-dessus. 

Apres une duree determinee, le niveau d'activite de I'acide nucleique 
regulateur selon I'invention est determine et compare a I'activite d'un animal 
transgenique non humain identique, par exemple une souris transgenique identique, qui 
n'a pas regu la molecule ou la substance candidate. 
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L'activite de I'acide nucleique regulateur selon I'invention fonctionnel dans 
Tanimal transgenique peut etre determin6e par diverses methodes, par exemple la 
mesure des niveaux d'ARN messager correspondant aux polynucleotides rapporteurs 
d'int6r§t places sous le controle dudit acide nucleique regulateur par hybridation de 
type Northern, ou encore par hybridation in situ, ou encore par imagerie biophotonique 
non invasive (Xenogen Corporation). 

Selon une alternative, l'activite de I'acide nucleique regulateur selon invention 
peut etre determinee en mesurant les niveayx depression de proteine cod6e par les 
polynucleotides rapporteurs d'interet, par exemple par immunohistochimie, dans le cas 
0C1 le polynucleotide rapporteur d'interet comprend un cadre de lecture ouvert codant 
pour une proteine detectable par une telle technique. 

Pour la mise en oeuvre d'un procede de criblage in vivo d'une substance ou 
molecule candidate modulant Tactivite d'un acide nucleique regulateur selon I'invention, 
on preterera des mammiferes non humains tels que des souris, des rats ou des 
cobayes ou des lapins qui ont leur genome modifie par 1'insertion d'une construction 
polynucieotidique comprenant un polynucleotide rapporteur d'interet place sous le 
controle d'un acide nucleique r6gulateur selon I'invention. 

Les animaux transgeniques selon (Invention comprennent le transgene, c'est- 
a-dire la construction polynucieotidique precitee, dans une pluralite de leurs cellules 
somatiques et/ou germinates. 

La construction d'animaux transgeniques selon I'invention peut §tre realisee 
selon des techniques classiques bien connues de Phomme du metier. L'homme du 
metier pourra en particulier se referer a la production d'animaux transgeniques, et 
particulierement a la production de souris transgeniques, telles que decrites dans les 
brevets US N°4,873,191 (delivre le 10 Octobre 1989), US N°5,464,764 (delivre le 7 
Novembre 1995) et US 5,789,215 (delivre le 4 Aout 1998) le contenu de ces 
documents etant ici incorpore par reference. 

En bref, une construction polynucieotidique comprenant un acide nucleique 
regulateur selon I'invention et un polynucleotide rapporteur d'interet place sous le 
controle de ce dernier est inseree dans une lignee de cellules souches de type ES. 
L'insertion de la construction polynucieotidique est realisee de preference par 
eiectroporation, telle que decrite par Thomas et al. (1987, Cell, Vol.51 :503-512). 
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Les cellules ayant subi I'etape d'electroporation sont ensuite criblees pour la 
presence de la construction polynucteotidique (par exemple par selection a Paide de 
marqueurs, ou encore par PGR ou par analyse sur gel d'electrophorese d'ADN de type 
Southern) afin de selectionner les cellules positives ayant integre la construction 
polynucleotidique exogdne dans leur genome, le cas ech§ant a la suite d'un ev§nement 
de recombinaison homologue. Une telle technique est par exemple decrite par 
MANSOUR et al. (Nature (1988) 336: 348-352). 

IT 

Ensuite, les cellules selectionnees positivement sont isolees, donees et 
injectees dans des blastocystes de souris de 3,5 jours, comme cela est decrit par 
BRADLEY (1987, Production and Analysis of Chimaeric mice. In: E. J. ROBERTSON 
(Ed., teratocarcinomas and embryonic stem cells: A practical approach. IRL press, 
Oxford, page 113). Des blastocystes sont ensuite introduits dans un animal hote 
femelle et le developpement de I'embryon est poursuivi jusqu'au terme. 

Selon une alternative, des cellules de type ES selectionnees positivement sont 
mises en contact avec des embryons de 2,5 jours a un stade 8-16 cellules (morulae) 
comme dScrit par WOOD et al. (1993, Proc. Natl. Acad. Sci. USA, vol.90: 4582-4585) 
ou par NAGY et al. (1993, Proc. Natl. Acad. Sci. USA, vol. 90: 8424-8428), les cellules 
ES etant internalisees afin de coloniser extensivement le blastocyste, y compris les 
cellules donnant naissance a la lignee germinate. 

Les descendants sont ensuite testes afin de determiner ceux qui ont integr§ la 
construction polynucleotidique (le transgene). 

^invention a done egalement pour objet un animal transgenique non humain 
dont les cellules somatiques et/ou germinates ont ete transformees par un acide 
nucteique ou une construction polynucleotidique selon Pinvention. 

L'invention a egalement trait a des cellules hotes recombinantes obtenues k 
partir d'un animal transgenique tel que decrit ci-dessus. Des Iign6es de cellules 
recombinantes provenant d'un animal transgenique selon Tinvention peuvent etre 
etablies en culture & long terme a partir de n'importe quel tissu d'un tel animal 
transgenique, par exemple par transfection des cultures de cellules primaires avec des 
vecteurs exprimant des oncogenes tels que le grand antigene T de SV40, tel que decrit 
par exemple par CHOU (1989, Mol. Endocrinol. Vol.3: 1511-1514) et SCHAY et al. 
(1991, Biochem. Biophys. Acta, vol. 1072: 1-7). 
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L'invention est egalement relative a un precede pour le criblage in vivo d'une 
molecule ou d'une substance candidate modulant I'activite d'un acide nucleique 
regulateur selon l'invention, comportant les etapes consistant k a) administrer la 
substance ou la molecule candidate & un animal transgenique tel que defini ci-dessus ; 
b) detecter le niveau depression d'un polynucleotide rapporteur d'interet place sous le 
controle de I'acide nucleique regulateur ; c) comparer les resultats obtenus au b) avec 
les resultats obtenus chez un animal transgenique n'ayant pas regu la substance ou la 
molecule candidate. 

L'invention est en outre relative h un procede de criblage in vivo d'une 
substance ou molecule modulant la transcription d'un polynucleotide d'interet constitutif 
d'un acide nucleique selon l'invention, caracterise en ce qu'il comprend les Stapes 
consistant a (a) administrer la substance ou molecule candidate a un mammifere 
transgenique non humain tel que defini ci-dessus; (b) detecter I'expression du 
polynucleotide d'interet chez le mammifere transgenique tel que traite a I'etape a); et 
(c) comparer les resultats de detection de Tetape (b) aux resultats observes chez un 
mammifere transgenique non humain tel que defini ci-dessus n'ayant pas regu 
Padministration de la substance ou molecule candidate. 

^invention se rapporte aussi a un kit ou necessaire pour le criblage in vivo 
d'une molecule ou substance candidate modulant I'activite d'un acide nucleique 
r£gulateur selon ^invention, comprenant (a) un animal transgenique tel que defini ci- 
dessus ; (b) le cas echeant, les moyens de detection du niveau depression du 
polynucleotide rapporteur d'interet 
COMPOSES ET COMPOSITIONS PHARMACEUTIQUES 

L'invention concerne aussi des compositions pharmaceutiques destin6es & la 
prevention ou au traitement d'un deficit dans le metabolisme des lipides, ou d'un 
dysfonctionnement dans les processus impliquant le systeme immunitaire et 
('inflammation. 

En premier lieu, invention a egalement pour objet une substance ou une 
molecule candidate modulant I'activite d'un acide nucleique regulateur selon l'invention. 

De maniere tout a fait preferee, ('invention concerne egalement une substance 
ou une molecule candidate caracterisee en ce qu'elle augmente I'activite 
d'un acide nucleique regulateur selon l'invention, et tout particulierement d'un acide 
nucleique regulateur comprenant la sequence SEQ ID N°1 , 2, 4 ou 5. 
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Preferentiellement, une telle substance ou molecule capable de moduler 
I'activite d'un acide nucleique regulateur selon Pinvention a §t§ sSlectionnee selon run 
des procedes de criblage in vitro ou in vivo d§fini ci-dessus. 

Ainsi, un sujet affecte dans le metabolisme des lipides ou dans la signalisation 
5 de rimmunite est traits par Padministration a ce sujet d'une quantity efficace d'un 
compose modulant I'activite d'un acide nucleique regulateur selon invention. 

Ainsi, un patient ayant une faible activite du promoteur ABCA7 peut etre trait<§ 
avec une molecule ou une substance precitee afin d'augmenter I'activite du promoteur 
ABCA7. 

10 De maniere alternative, un patient ayant une activite du promoteur ABCA7 

anormalement haute peut etre traite avec un compose capable de diminuer ou de 

bloquer I'activite du promoteur ABCA7. 

Ainsi, la prSsente invention se rapporte egalement a une substance ou 

molecule utilisee en tant que principe actif d'un medicament. 
15 Un tel compose peut etre un compose qui module Interaction d'au moins un 

facteur de transcription avec le promoteur ABCA7 ou un element regulateur d'un acide 

nucleique regulateur selon Pinvention. 

Par exemple, le compose peut inhiber I'interaction de Tun des facteurs de 

transcription listes dans le tableau 1 avec un acide nucleique regulateur selon 
20 Pinvention. 

Le compose peut egalement etre un compose qui module I'activite d'un 
facteur de transcription se fixant au promoteur de ABCA7 ou encore d'un element 
regulateur present sur ce dernier. 

Un compose d'interet therapeutique selon Pinvention peut egalement etre un 
25 compose qui module ('interaction d'un premier facteur de transcription avec un second 
facteur de transcription. 

Com me detaille dans I'analyse des differents facteurs de transcription 
susceptibles de se fixer a la sequence SEQ ID N°1, 2, 4, ou 5 certains facteurs de 
transcription sont actifs seulement s'ils sont associes avec un autre facteur de 
30 transcription. 

Un compose d'interet therapeutique selon Pinvention est pr6f£rentiellement 
choisi parmi les acides nucleiques, les peptides et les petites molecules. 

Par exemple, un tel compose peut etre un acide nucleique antisens qui se fixe 
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specifiquement sur une region du promoteur ABCA7 ou sur un §l6ment regulateur d'un 
acide nucteique regulateur d'ABCA7 et inhibant ou diminuant i'activite du promoteur. 

Ce compose d'interet therapeutique peut egalement etre un acide nucleique 
antisens qui interagit specifiquement avec un gene codant pour un facteur de 
5 transcription modulant I'activite du promoteur ABCA7, de telle maniere que ('interaction 
de Pacide nucl6ique antisens avec le gdne codant pour le facteur de transcription se 
fixant sur le promoteur ABCA7 diminue la production de ce facteur de transcription, 
resultant en une augmentation ou une diminution de I'activite du promoteur ABCA7, 
selon que le facteur de transcription augmente ou au contraire reduit I'activite du 
10 promoteur ABCA7. 

La toxicite et Pefficacit§ therapeutique des composes th6rapeutiques selon 
I'invention peuvent etre determinees selon les protocoles pharmaceutiques standard 
dans des cellules en culture ou chez des animaux experimentaux, par exemple pour 
determiner la dose letale LD 50 (c'est-a-dire la dose letale pour 50% de la population 
15 testee) ainsi que la dose efficace ED 5 o (c'est-a-dire la dose therapeutiquement efficace 
dans 50% de la population testee). 

Pour tous les composes d'interet therapeutique selon I'invention, la dose 
therapeutiquement efficace peut etre estimee initialement a partir de tests realises dans 
des cultures cellulaires in vitro. 
20 ^invention a egalement pour objet des compositions pharmaceutiques 

comprenant une quantity therapeutiquement efficace d'une substance ou molecule 
d'interet therapeutique selon I'invention. 

Les compositions pharmaceutiques selon I'invention sont plus particulierement 
destinees au traitement et/ou a la prevention des d6ficiences dans le metabolisme des 
25 lipides, ou dans les mecanismes impliquant le systeme immunitaire et I'inflammation. 

De telles compositions pharmaceutiques peuvent etre formulas de maniere 
classique en utilisant un ou plusieurs vecteurs ou excipients physiologiquement 
acceptables. 

Ainsi, les composes d'interet therapeutique selon I'invention, ainsi que leurs 
30 sels et solvates physiologiquement acceptables, peuvent etre formules pour une 
administration par injection, inhalation ou encore par administration orale, buccale, 
parenteral ou rectale. Des techniques de preparation de compositions 
pharmaceutiques selon I'invention peuvent etre aisement retrouv^es par I'homme du 
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metier, par exemple dans I'ouvrage Remmington's Pharmaceutical Sciences, Mead 
Publishing Co., Easton, PA, Etats-Unis. 

Pour une administration systemique, on preferera I'injection, y compris les 
injections intramusculaires, intraveineuses, intrapSritoneales et sous-cutanees. Dans ce 
5 cas, les compositions pharmaceutiques selon invention peuvent §tre formulees sous 
forme de solutions liquides, de preference dans des solutions ou tampons 
physiologiquement compatibles. 

PROCEDE DE DETECTION D'UNE ALTERATION DE LA TRANSCRIPTION DU 
10 GENE ABCA7 HUMAIN 

invention a en outre pour objet des precedes pour determiner si un sujet 
presente un risque pour le developpement d'une pathologie liee a un deficit dans le 
metabolisme des lipides, ou dans les processus impliquant le systeme immunitaire et 
15 Inflammation. 

De telles m&hodes comprennent la detection, dans des cellules d'un 
echantillon biologique provenant du sujet a tester, de la presence ou de ('absence 
d'une alteration genetique caracterisee par une alteration dans I'expression d'un gene 
dont I'expression est regulee par le promoteur de ABCA7, 
20 A titre illustratif , de telles alterations genetiques peuvent etre detectees afin de 

determiner Texistence d'une delation d'un ou plusieurs nucleotides dans la sequence 
d'un acide nucleique regulateur d J ABCA7, de I'addition d'un ou plusieurs nucleotides ou 
encore de la substitution d*un ou plusieurs nucleotidiques dans ladite sequence SEQ ID 
N°1,2,3ou 6. 

25 Selon un mode particulier de realisation d'un procede de detection d'une 

alteration de la transcription du g£ne ABCA7 chez un sujet, ("alteration gen§tique est 
identifi§e selon une methode comprenant le sequengage de tout ou partie de la 
sequence SEQ ID N°1, ou alternativement de tout ou partie d'au moins la sequence 
SEQ ID N°2. 

30 Des amorces de sequengage peuvent etre construites afin d'hybrider avec 

une region determinee de la sequence SEQ ID N°1. De telles amorces de s§quengage 
sont construites preferentiellement de maniere a amplifier des fragments d'environ 300 
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a environ 500 nucleotides de la sequence SEQ ID N°1 ou d'une sequence 
complementaire, 

Les fragments amplifies, par exemple par la methode PCR, sont ensuite 
sequences et la sequence obtenue est compare & la sequence de reference SEQ ID 
5 N°1 afin de determiner si une ou plusieurs deletions, additions ou substitutions de 
nucleotides sont retrouvees dans la sequence amplifies k partir de I'ADN contenu dans 
Pechantillon biologique provenant du sujet teste. 

L'invention concerne done encore un procede de detection d'une alteration de 
la transcription du gene ABCA7 chez un sujet, comportant les etapes suivantes : 
io a) sequengage d'un fragment d'acide nucleique amplifiable k I'aide d'au moins 

une amorce nucleotidique hybridant avec la sequence SEQ ID N°1 ou SEQ ID N°2 
selon I'invention; 

b) aligner ia sequence obtenue en a) avec la sequence SEQ ID N°1 ou la SEQ 

ID N°2; 

15 c) determiner la presence d'une ou plusieurs deletions, additions ou 

substitutions d'au moins un nucleotide dans la sequence du fragment d'acide 
nucleique, par rapport a la sequence SEQ ID N°l ou SEQ ID N° 2 de reference. 

L'invention concerne egalement un kit ou necessaire pour la detection d'une 
alteration de la transcription du gene ABCA7 chez un sujet, comprenant une ou 

20 plusieurs amorces de sequengage capables de s'hybrider avec une region de la 
sequence SEQ ID No: 1, et ainsi de permettre le sequengage d'un polynucleotide 
localise en amont du site d'initiation de la transcription du gene ABCA7 chez le sujet a 
tester. 

En outre, font egalement partie de invention des sondes oligonucleotidiques 
25 hybridant avec une region de la sequence SEQ ID N°1 ou de la sequence SEQ ID N° 2 
dans laquelle une alteration dans la sequence a 6te determinee lors de la mise en 
oeuvre du procede de detection decrit ci-dessus. 

De manfere alternative, font aussi partie de I'invention des sondes 
oligonucleotidiques hybridant specifiquement avec une region correspondante de la 
30 sequence SEQ ID N°1 ou de la sequence SEQ ID N°2, pour laquelle une ou plusieurs 
deletions, additions ou substitutions d'au moins un nucleotide a ete d6termin6e chez un 
sujet. 
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De telles sondes oligonucleotidiques constituent des moyens de detection 
d'alterations dans la sequence r§gulatrice du gene ABCA7 et done egalement des 
moyens de detection d'une predisposition au developpement d'une pathologie liee a un 
deficit dans le metabolisme des lipides ou a dysfonctionnement au niveau des 
processus impliquant le systeme immunitaire et rinflammation. 

L'invention a done encore pour objet un kit ou necessaire de detection d'une 
alteration de la transcription du g£ne ABCA7 chez un sujet, comprenant: 

a) une ou plusieurs amorces hybridant avec une region de la sequence SEQ 
ID N°1 ou de la sequence SEQ ID N°2 ; 

b) le cas 6cheant, les moyens necessaires a la realisation d'une reaction 
d'amplification. 

L'invention a encore pour objet un kit ou n§cessaire pour la detection d'une 
alteration de la transcription du gene ABCA7 chez un sujet, comprenant : 

a) une ou plusieurs sondes oligonucleotidiques telles que definies ci-dessus; 

b) le cas echeant, les reactifs necessaires a la realisation d'une reaction 
d'hybridation. 

(-'invention a egalement pour objet un kit ou necessaire pour la detection 
d'une alteration de la transcription du gene ABCA7 chez un sujet, comprenant une ou 
plusieurs sondes hybridant avec une region de la sequence SEQ ID No : 1 ou de la 
sequence SEQ ID No : 2 permettant de quantifier I'ARN messager de ABCA7 dans un 
materiel biologique provenant dudit sujet a tester. 

Les fragments d'acides nucteiques derives de Tune quelconque des 
sequences nucleotidiques SEQ ID N° 1-6 sont done utiles pour la detection de la 
presence d'au moins une copie d'une sequence nucteotidique regulatrice du gene 
ABCA7 ou encore d'un fragment ou d'un variant (contenant une mutation ou un 
polymorphisme) de cette derntere dans un echantillon. 

Les sondes ou les amorces nucleotidiques selon I'invention comprennent au 
moins 8 nucleotides consecutifs d'un acide nucl6ique choisi dans le groupe constitue 
des sequences SEQ ID NO 1-5, ou d'un acide nucl§ique de sequence complementaire. 

De preference, des sondes ou amorces nucteotidiques selon I'invention auront 
une longueur de 10, 12, 15, 18 ou 20 a 25, 35, 40, 50, 70, 80, 100, 200, 500, 1000, 
1500 nucleotides consecutifs d'un acide nucleique selon I'invention, en particulier un 
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acide nucleique de sequence nucleotidique choisie parmi les sequences SEQ ID NO 1- 
5. 

Alternativement, une sonde ou une amorce nucleotidique selon I'invention 
consistera et/ou comprendra les fragments d'une longueur de 12, 15, 18, 20, 25, 35, 
40, 50, 100, 200, 500, 1000, 1500 nucleotides consecutifs d'un acide nucleique selon 
I'invention, plus particulierement d'un acide nucleique choisi parmi les sequences SEQ 
ID N°1-5, ou d'un acide nucleique de sequence complementaire. 

La definition d'une sonde et d'une amorce nucleotidique selon I'invention 
englobe done des oligonucleotides qui hybrident, dans les conditions d'hybridation de 
forte stringence definies ci-avant, avec un acide nucleique choisi parmi les sequences 
SEQ ID NO 1-5, 6 ou 8 ou avec une sequence complementaire de ces derniers. 

Des exemples d'amorces et de couples d'amorces permettant d'amplifier 
differentes regions du gene ABCA7 sont represents ci-dessous. 

II s'agit par exemple du couple d'amorces represents par I'amorce de 
sequence SEQ ID N°9 : AGCCAGCAACGCAATCCTCC et I'amorce de sequence SEQ 
ID N°10: CGCACCATGTCAATGAGCCC. 

Une amorce ou une sonde nucleotidique selon I'invention peut §tre preparee 
par toute methode adaptee bien connue de I'homme du metier, y compris par clonage 
et action d'enzymes de restriction ou encore par synthese chimique directe selon des 
techniques telles que la methode au phosphodiester de Narang et al., (Methods 
Enzymol (1979) 68:90-98) ou de Brown et al. (Methods Enzymol (1979) 68:109-151), la 
methode aux diethylphosphoramidites de Beaucage et al. {Tetrahedron Lett (1980) 22: 
1859-1862) ou encore la technique sur support solide decrite dans le brevet EP 0 707 
592. 

i 

Chacun des acides nucleiques selon Invention, y compris les sondes et 
amorces oligonucleotidiques decrites ci-dessus, peut §tre marque, si desir§, en 
incorporant un marqueur detectable par des moyens spectroscopiques, 
photochimiques, biochimiques, immunochimiques ou encore chimiques. 

Par exemple, de tels marqueurs peuvent consister en des isotopes radioactifs 
(32P, 33P, 3H, 35S), des molecules fluorescentes (5-bromodeoxyuridine, fluoresceine, 
acetylaminofluorene, digoxigenine) ou encore des ligands tels que la biotine. 
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Le marquage des sondes est realise de preference par incorporation de 
molecules marquees au sein des polynucleotides par extension d'amorces, ou bien par 
rajout sur les extr§mites 5' ou 3' ou encore par « nick translation ». 

Des exemples de marquage non radioactifs de fragments d'acides nucleiques 
5 sont decrits notamment dans le brevet frangais n° FR 78 109 75 ou encore dans les 
articles de Urdea et al. (Nucleic Acid Res (1988) 11: 4937-4957) ou Sanchez-pescador 
etal. (J Clin Mircrobiol (1988) 26(10) 1934-1938). 

De maniere avantageuse, les sondes selon ('invention peuvent avoir des 
caracteristiques structurelles de nature a permettre une amplification du signal, telles 
10 que les sondes decrites par Urdea et al. (MoL Cell. Biol., (1991) 6 : 716-718), ou encore 
dans le brevet europ6en n° EP-0 225 807 (CHIRON). 

Les sondes oligonucleotides selon Pinvention peuvent etre utilisees 
notamment dans des hybridations de type Southern a PADN genomique ou bien de 
type northern & TARN. 

15 Les sondes selon I'invention peuvent aussi etre utilisees pour la detection de 

produits d'amplification PCR ou encore pour la detection de mesappariements. 

Des sondes ou amorces nucteotidiques seion Pinvention peuvent etre 
immobilisees sur un support solide. De tels supports solides sont bien connus de 
I'homme du metier et comprennent des surfaces des puits de plaques de microtitration, 
20 des lits de polystyrene, des lits magn&iques, des bandes de nitrocellulose, ou encore 
des microparticules telles que des particules de latex. 

En consequence, la presente invention concerne egalement un procede de 
detection de la presence d'un acide nucl&que tel que decrit ci-avant dans un 
echantillon, ladite methode comprenant les etapes consistant & : 
25 1) mettre en contact une ou plusieurs sondes nucleotidiques selon Pinvention 

avec Pechantillon a tester ; 

2) detecter le complexe eventuellement forme entre la ou les sondes et Pacide 
nucleique present dans Pechantillon. 

Selon un mode de realisation particulier du procede de detection selon 
30 Pinvention, la ou les sondes oligonucleotidiques sont immobilisees sur un support. 

Selon un autre aspect, les sondes oligonucleotidiques comprennent un 
marqueur detectable. 
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[/invention concerne en outre un n£cessaire ou kit pour la detection de la 
presence d'un acide nucteique selon 1'invention dans un echantillon, ledit necessaire 
comprenant : 

a) une ou plusieurs sondes nucteotidiques telles que decrites ci-dessus ; 

b) le cas echeant, les r§actifs n6cessaires a la reaction d'hybridation. 

Selon un premier aspect, le necessaire ou kit de detection est caracterise en 
ce que la ou les sondes sont immobilisees sur un support. 

Selon un second aspect, le necessaire ou kit de detection est caracterise en 
ce que les sondes oligonucleotidiques comprennent un marqueur detectable. 

Selon un mode de realisation particulier du kit de detection decrit ci-dessus, 
un tel kit comprendra une pluralite de sondes oligonucleotidiques conformes a 
('invention qui pourront etre utilisees pour detecter des sequences cibles d'interet ou 
alternativement detecter des mutations dans les regions codantes ou les regions non 
codantes des acides nucleiques selon invention, plus particulierement des acides 
nucl6iques de sequences SEQ ID NO 1-5, 6 et 8 ou les acides nucleiques de sequence 
complementaire. 

Ainsi, les sondes selon I'invention immobilisees sur un support peuvent etre 
ordonnees en matrices telles que les " puces a ADN ". De telles matrices ordonnees 
ont 6te en particulier decrites dans le brevet US N° 5,143,854, dans les demandes PCT 
N° WO 90/150 70 et 92/10092. 

Des matrices supports sur lesquelles des sondes oligonucleotidiques ont ete 
immobilisees k une haute densite sont par exemple decrites dans les brevets US 
N°5,41 2,087 et dans la demande PCT N°WO 95/1 1 995. 

Les amorces nucleotidiques selon 1'invention peuvent etre utilisees pour 
amplifier Tun quelconque des acides nucleiques selon 1'invention, et plus 
particulierement tout ou partie d'un acide nucteique de sequences SEQ ID NO 1-5, ou 
encore un variant de celui-ci. 

Un autre objet de Tinvention concerne un procede pour I'amplification d'un 
acide nucle/que selon ^invention, et plus particulierement un acide nucleique de 
sequences SEQ ID NO 1-5 ou un fragment ou un variant de celui-ci contenu dans un 
echantillon, ledit procede comprenant les etapes consistant a : 4 

a) mettre en contact TSchantillon, dans lequel la presence de I'acide nucleique 
cible est suspectSe, avec une paire d'amorces nucleotidiques dont la position 
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^hybridation est localisee respectivement du cote 5' et du cote 3' de la region de 
Pacide nucleique cible dont Pamplification est recherchee, en presence des reactifs 
necessaires a la reaction d'amplification ; et 

b) detecter des acides nucleiques amplifies. 

Pour mettre en oeuvre le procede d'amplification tel que defini ci-dessus, on 
aura avantageusement recours & Pune quelconque des amorces nucleotidiques 
decrites ci-avant. 

^invention a en outre pour objet un necessaire ou kit pour Pamplification d'un 
acide nucleique selon ('invention, et plus particulierement tout ou partie d'un acide 
nucleique de sequences SEQ ID N0 1-5 ledit necessaire ou kit comprenant : 

a) un couple d'amorces nucleotidiques conformes a Pinvention, dont la 
position d'hybridation est localisee respectivement du cote 5' et du cote 3' de Pacide 
nucleique cible dont Pamplification est recherchee ; 

b) le cas echeant, les reactifs necessaires a la reaction d'amplification. 

Un tel necessaire ou kit d'amplification comprendra avantageusement au 
moins une paire d'amorces nucleotidiques telles que decrites ci-dessus. 

Linvention est en outre illustree, sans pour autant etre limitee, par les figures 
et les exemples ci-apres. 

La figure 1 est une representation schematique des sites de facteurs de 
transcription retrouves chez Phomme et la souris au sein de la region promotrice des 
genes ABCA7. 

La figure 2 illustre la sequence SEQ ID N°1 et la position de chacun des motifs 
caracteristiques de fixation a differents facteurs de transcription est representee en 
caracteres gras, la designation du facteur de transcription specifique de la sequence 
correspondante etant indiquee au-dessus de la sequence nucleotidique. 

La figure 3 illustre la sequence SEQ ID N°4 et la position de chacun des motifs 
caracteristiques de fixation k differents facteurs de transcription est representee en 
caracteres gras, la designation du facteur de transcription specifique de la sequence, 
correspondante etant indiquee au-dessus de la sequence nucleotidique. 

La figure 4 illustre le pattern depression du gene ABCA7 humain sur des 
northern blots de differents tissus adultes et foetaux (Clontech) hybrides avec un 
amplimere realise avec les amorces SEQ ID N°9 et 10 (tableau 4). 



WO 02/34903 



58 



PCT/FR01/03219 



La figure 5 illustre le pattern d'expression du gene ABCA7 murin sur un 
northern blot de differents tissus adultes hybrides avec un amplim&re realise avec des 
amorces specifiques du transcrit murin. 

La figure 6 represente le profil d'expression du gene codant pour la proteine 
ABCA7 sur une coupe transversale d'artere inflammSe, par hybridation in situ avec une 
sonde antisens ABCA7. 

La figure 7 represente le profil d'expression du gene codant pour la proteine 
ABCA7 sur une section de branches d'une patiente asthmatique, par hybridation in situ 
avec une sonde antisens ABCA7. 

La figure 8 represente le profil d'expression du gene codant pour la proteine 
ABCA7 sur une section de colon d'un patient atteint de la maladie de Crohn, par 
hybridation in situ avec une sonde antisens ABCA7. 

La figure 9 represente le profil d'expression du gene codant pour la proteine 
ABCA7 sur une section de ganglion lymphatique, par hybridation in situ avec une sonde 
antisens ABCA7. 

La figure 10 represente le profil d'expression du gene codant pour la proteine 
ABCA7 d'une section de synovie d'une patiente atteinte d'arthrite rhumatoide, par 
hybridation in situ avec une sonde antisens ABCA7. 

La figure 1 1 represente le profil d'expression du gene codant pour la proteine 
ABCA7 sur une section de peau d'une patiente atteinte de psoriasis par hybridation in 
situ avec une sonde antisens ABCA7. 

EXEMPLES: 

EXEMPLE 1 : Determination de I'extremite 5' du cPNA de ABCA7 

Une amplification de I'extremite du mRNA par RT-PCR (RACE) a ete r6alis6e 
en utilisant le kit d'amplification SMART RACE cDNA (Clontech, Palo Alto, CA). Des 
ARNm (polyA) extraits a partir des tissus humains de la rate ont ete utilises comme 
matrice pour produire une banque de cDNA 5' SMART selon les instructions du 
constructeur. Les amorces de premiere amplification et les amorces internes ont et§ 
choisies & partir de la sequence cDNA. Les amplifications realisees avec les amorces 
internes d'amplification PCR ont §te clones. Des clones sp§cifiques ont 6te ensuite 
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amplifies en utilisant des amorces dont les sequences sont respectivement 
(CAGGAAACAGCTATGAC) et (GCCAGTGTGATGGATAT) et sequences sur les deux 
brins. Enfin les primers ABCA7 L1 GCGGAAAGCAGGTGTTGTTCAC (SEQ ID N° :11) 
et ABCA7L2 CGATGGCAGTGGCTTGTTTGG (SEQ ID N° :12) ont et<§ utlises pour 
identifier I'extremite du cDNA de ABCA7 humain. 

EXEMPLE 2 : Analyse du promoteur des genes ABCA7 humain et murin 

Le site d'initiation de la transcription a et6 situe sur les promoteurs des genes 
humain et murin de ABCA7 en utilisant les trois logiciels suivants: TSSG et TSSW 
(Solovyev et al., Ismb (1997) 5, 294-302) et NNPP (Reese MG, et aL, 1999). Une 
prevision des sites de fixation des facteurs de transcription humains et murins a et§ 
effectuee en utilisant le programme de recherche de motifs Matlnspector (Quandt et al., 
NuclAcid Research (1995) 23(23) 4878-84). Le calcul des scores pour chaque site de 
fixation des facteurs de transcription est effectue en utilisant la formule suivante : (Of- 
Tf)/(Tf) 1/2 f dans laquelle Of est la frequence d'observation d'un motif et Tf est la 
frequence calcutee d'un motif consensus. Afin de sSparer les motifs qui ne sont pas 
consideres comme pertinents, une premiere etape de filtration a ete realise en ajustant 
le score « similarity de la matrice » du programme Matlnspector au dessus de 0,85 et 
le score « similarity du core » au dessus de 0,99. Enfin, une analyse comparative des 
promoteurs inter-especes a ete realisee selon ce qui est decrit par Werner T (Models 
for prediction and recognition of eukaryotic promoters, Mammalian Genome (1999) 10: 
168-175) afin de definir des modules de transcription comprenant des sites ayant un 
motif similaire et presents a la fois sur les sequences humaine et murine de la 
sequence en amont du gene ABCA7. 



EXEMPLE 3: Expression preferentielle des genes ABCA7 humain et murin dans 
les tissus hematopoTetiques 

Le profil d'expression des polynucleotides selon la presente invention est 
determine selon les protocoles d'analyse de northern blot et de transcription inverse 
couplee a la PCR decrits notamment par Sambrook et al (ref. CSH Sambrook, J., 



WO 02/34903 PCT/FRO 1/032 19 

. 60 

Fritsch, E.F., and Maniatis, T. (1989). " Molecular Cloning : A Laboratory Manual, " 2 nd 
ed., Cold Spring Harbor Laboratory Press, Cold Spring Harbor, NY.). 

Par exemple, dans le cas d'une analyse par transcription inverse, un couple 
d'amorces synthetisees k partir de chacun des ADNc complets des gfcnes humain et 
murin ABCA7 pour detecter les ADNc correspondants. Les sequences de ces amorces 
sont presentes dans le tableau 4. 

La reaction de polymerase en chame (PCR) est realisee sur des matrices 
d'ADNc correspondant a des ARNm polyA + retrotranscrits. La transcription inverse en 
ADNc est realisee avec ('enzyme SUPERSCRIPT II (GibcoBRL, Life Technologies) 
selon les conditions decrites par le fabricant. 

La reaction de polymerase en chame est realisee selon des conditions 
standard, dans 20 pi de melange reactionnel avec 25 ng de la preparation d'ADNc. Le 
melange reactionnel est compose de 400 pM de chacun des dNTP, de 2 unites de 
Thermus aquaticus (Taq) ADN polymerase (Ampli Taq Gold ; Perkin Elmer), de 0,5 pM 
de chaque amorce, de 2,5 mM MgCI2, et de tampon PCR. Trente cycles de PCR ( 
denaturation 30 s a 94 °C, hybridation de 30 s decompose comme suit lors des 30 
cycles : 64°C 2 cycles, 61 °C 2 cycles, 58°C 2 cycles" et 55°*C 28 cycles et une 
elongation d'une minute par kilobase & 72°C) sont realises apres une premiere etape 
de denaturation k 94°C durant 10 min dans un appareil thermocycler Perkin Elmer 
9700. Les reactions de PCR sont visualisees sur gel d'agarose par electrophorese. Les 
fragments d'ADNc obtenus peuvent etre utilises comme sondes pour une analyse par 
Northern blot et peuvent ggalement etre utilises pour la determination exacte de la 
sequence polynucleotidique. 

Dans le cas d'une analyse par Northern Blot, une sonde d'ADNc produite 
comme decrit ci-dessus est marquee au 32 P grace au systeme de marquage d'ADN 
High Prime (Boehringer) selon les instructions indiquees par le fabricant. Apr£s 
marquage, la sonde est purifiee sur une microcolonne de Sephadex G50 (Pharmacia) 
selon les instructions indiquees par le fabricant. La sonde marquee et purifiee est alors 
utilisee pour la detection de I'expression des ARNm dans differents tissus. 

Le northern blot contenant des echantillons d'ARN de differents tissus humains 
(Multiple Tissue northern ou MTN ; references (Human II, 7759-1, Human 7760-1, and 
Human Fetal II 7756-1, Clontech) est hybride avec la sonde specifique marquee 
designee de ABCA7 (2637-4881 pb). 
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Le protocole suivi pour les hybridations et lavages peut etre soit directement 
celui decrit par le fabricant (Manuel d'utilisation PT1 200-1) soit une adaptation de ce 
protocole en utilisant les methodes connues de I'homme de Part et decrites par 
exemple dans F.Ausubel et al (Currents Protocols in Molecular Biology, Green 
Publishing Associates and Wiley Interscience NY (1989). On pourra ainsi faire varier 
par exemple les temperatures de prehybridation et d'hybridation en presence de 
formamide. 

Par exemple on pourra utiliser le protocole suivant : 

1- Competition des membranes et PRE HYBRIDATION : 

- Melanger : 40ul ADN sperme de saumon (10mg/ml) 

+ 40 ul ADN placentaire humain (10mg/ml) 

- Denaturer 5 mn a 96°C, puis plonger dans la glace le melange. 

- Oter le SSC 2X et verser 4 ml de mix formamide dans le tube d'hybridation contenant 
les membranes. 

- Ajouter le melange des deux ADN denatures. 

- Incubation a 42°C pendant 5 a 6 heures, avec rotation. 

2- Competition de la sonde marquee : 

- Ajouter a la sonde marquee et purifiee 10 a 50 ul ADN Cot I, selon la quantite de 
sequences repetees. 

- Denaturer 7 a 1 0 mn a 95°C. 

- Incuber a 65°C pendant 2 a 5 heures. 

3- HYBRIDATION : 
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- Oter le melange de pre-hybridation. 

- Melanger 40 pi ADN sperme de saumon + 40 pi ADN placentaire humain ; denaturer 
5 mn k 96°C, puis plonger dans la glace. 

- Ajouter dans le tube d'hybridation 4 ml de melange formamide, le melange des deux 
ADN et la sonde marqu§e/ADN Cot I denature. 

- Incuber 15 a 20 heures a 42°C, avec rotation. 
4- Lavages : 

- Un lavage a temperature ambiante dans du SSC 2X, pour rincer. 

- 2 fois 5 minutes a temperature ambiante SSC 2X et SDS 0,1%. 

- 2 fois 15 minutes SSC 0,1X et SDS 0,1% a 65°C. 

Apres hybridation et lavage, le blot est analyse apres une nuit deposition au 
contact d'un §cran au phosphore revele a I'aide du Storm (Molecular Dynamics, 
Sunnyvale, CA). 

Les resultats presentes a la figure 5 montrent que le gene ABCA7 de souris 
est exprime dans les tissus adultes. Une quantite plus elevee d'ARNm ABCA7 murin 
est detectee dans les tissus hematopoTetiques tels que la rate et le thymus, ce qui est 
coherent avec I'expression de ABCA7 qui a 6te observee dans les lign§es 
my§lomonocytaires et lymphocytaires. Aucune expression du g§ne ABCA7 n'a et§ 
detectee dans les lignees cellulaires fibroblastiques. 

La figure 4 montre un pattern d'expression similaire du g§ne ABCA7 humain 
avec toutefois un fort signal d'hybridation dans le foie foetal. 

EXEMPLE 4: Analyse du profil d'expression aenique pour les 
dvsfonctionnements dans le metabolisme des lipides, ou dans la sianalisation de 
IMnflammation 
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La verification de ^alteration du niveau depression du g6ne ABCA7 peut-etre 
determine par hybridation de ces sequences avec des sondes correspondant aux 
ARNm provenant de tissus hematopoietiques de sujets atteints ou non, selon les 
methodes decrites ci-dessous : 

1. Preparation des ARN totaux, des ARNm polv(A)* et de sondes de cDNA 

Les ARN totaux sont obtenus a partir de tissus hematopoietiques de sujets 
normaux ou bien atteints par la methode a I'isothiocyanate de guanidine (Chomczynski 
et al., Anal Biochem (1987) 162:156-159). Les ARNm poly(A) + sont obtenus par 
chromatographie d'affinite sur colonnes d'oligo(dT)-cellulose (Sambrook et al., (1989) 
Molecular cloning: a laboratory manual. 2ed. Cold Spring Harbor Laboratory, Cold 
spring Harbor, New York)eX les cDNA utilises comme sondes sont obtenus par RT-PCR 
(DeRisi et al., Science (1997) 278: 680-686) avec des oligonucleotides marques avec 
un produit fluorescent (Amersham Pharmacia Biotech ; CyDye™). 

2. Hvdridation et detection des niveaux depressions 

Les lames de verre contenant les sequences selon la presente invention 
correspondant au gene ABCA7 sont hydridees avec les sondes nucleotidiques 
pr§parees a partir de TARN messager de la cellule a analyser, ^utilisation du systeme 
Amersham/molecular Dynamics (Avalanche Microscanner™) permet la quantification 
differentielle des expressions des produits de sequences sur le type cellulaire sain ou 
affecte. 

EXEMPLE 5 : Test destine au criblaqe de molecules activant ou inhibant 
rexpression du gene ABCA7. 

Le test de criblage permet d'identifier une substance susceptible de moduler 
Pactivite de synthese de la proteine ABCA7. 
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5.1 Construction des plasmides (^expression contenant un acide nucleique r6aulateur 
du adne ABCA7 humain. 

La region de I'acide rSgulateur du gdne ABCA7 humain allant du nucleotide en 
position -1111 jusqu'au nucleotide en position -1, par rapport au site d'initiation de la 
5 transcription, peut etre amplifiee par la technique PCR a I'aide du couple d'amorces 
specifiques de la region decrite ci-dessus a partir d'ADN genomique humain present 
dans un vecteur BAC d'une collection de vecteurs BAC humains. 

Le fragment d'ADN amplifie est dig§r6 par I'endonuclease de restriction Sal 1 , 
puis insere dans le vecteur PXP1 decrit par Nordeen et al. (Bio Techniques, (1 988) 6 : 
10 454-457), au niveau du site de restriction Sal 1 de ce vecteur. L'insert a ensuite ete 
sequence. 

5.2 Culture cellulaire et transfection 

Des cellules de la lignee CHO ou HELA (ATCC, Rockville, MD, USA) ont et<§ 

is mises en culture dans le milieu E-MEM (Minimun Essential Medium with Earle's Salts) 
additionn§ de 10% (v/v) de serum de veau foetal (BioWhittaker, Walkersville, MD). 
Approximativement 1,5 X 10 5 cellules ont ete distributes dans chacun des puits d'une 
plaque de culture de 12 puits (2,5 cm), et ont ete cultivees jusqu'a environ 50-70% de 
confluence, puis co-transformees avec 1 ng du plasmide Sal-Lucif et 0,5 fig du vecteur 

20 temoin pBetagal (CloneTech Laboratories Inc., Palo Alto, CA, USA) en utilisant le 
nScessaire Superfectin Reagent Kit (QIAGEN Inc., Valencia, CA, USA). Deux heures 
apres I'addition de TADN, le milieu de culture est elimin§ et remplace par du milieu 
complet AMEM (Minimum Esential Medium Eagle's Alpha Modification). Apr6s une 
duree de vingt heures, les cellules sont placees dans du milieu frais de type DMEM 

25 (Dulbecco's Minimum Essential Medium) additionnt de 2 jag/ml de glutamine, 100 
unites/ml de streptomycine et de 0,1% de s§rumalbumine bovine (BSA, Fraction V), en 
presence ou non de molecules a differentes concentrations. 

Les cellules sont recuperees 16 heures apres le dernier changement de milieu 
en utilisant une solution de lyse (Lysis Solution) provenant du nScessaire Tropix 

30 Luciferase Assay Kit (Tropix Inc., Bedford, MA, USA). Le lysat cellulaire est divise en 
fractions aliquotes qui sont utilises pour quantifier les proteines en utilisant le 
necessaire MicroBCA Kit (Pierce, Rockford, IL, USA) ainsi que pour quantifier la 
production de luciferase et de beta-galactosidase en utilisant respectivement les 
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necessaires Tropix Luciferase Assay Kit et Galacto-Light Plus Kit. Les tests sont 
realises selon les recommandations du fabricant. Les molecules actives sur le 
promoteur ABCA7 sont ensuite selectionnees en fonction du ratio «activite 
luciferase/activite beta-galactosidase. 

5 

EXEMPLE 6 : Experiences d'hvbridation in situ. 

Des echantillons de tissus concernes dans la paraffine ont ete hybrides avec 
des sondes ARN complementaires marquees radioactives. Plus precisement, un 
10 fragment du g6ne ABCA7 correspondant & la sequence nucleotidique allant du 
nucleotide 594 au nucleotide 1055 de la sequence GenBank designee NM-019112 a 
ete sous donee dans la plasmide pCRII (Invitrogen). 

Des sondes ARN antisens marquees a I'Uridine triphosphate ont ete 
ensuite g6nerees avec les ARN polymerases SP6 et T7, puis hybridees aux differentes 
is sections tissulaires. 

Les differentes sections de tissus ont ete diger£es avec la proteinase K et 
hybridees avec les sondes precedemment decrites a une concentration egale a environ 
3,5x1 0 7 dpm/ml pendant 18 heures & 65°C. Les lames ont et6 ensuite traitees avec de 
I'ARNase A et lavees dans du SSC, 0,1 X a 70°C pendant 2 heures, et ont ete 
20 recouvertes d'une Emulsion photographique Kodak NTB-2, exposees pendant 7 jours a 
4°C, puis revelees en utilisant une solution Kodak D-19. 

Elles ont ete enfin colorees a I'hematoxyline et Teosine (H&E) et les images 
ont ete realisees en utilisant une camera photo digitale DVC couplee a un microscope 
Nikon. 

25 La figure 6 est une coupe de Tartere d'un homme de 92 ans ayant subi une 

amputation au-dessous du genou, et pr£sentant de I'arteriosclerose ainsi qu'une 
inflammation aigue. On observe un faible marquage specifique des macrophages dans 
les thrombus et dans le site dlnfiltration inflammatoire dans la tunique adventice. 

La figure 7 qui est une section de branches prelevees lors de I'autopsie d'une 
30 femme asthmatique agee de 63 ans, montre un faible marquage des lymphocytes et 
des macrophages dans Pinfiltrat inflammatoire sous-muqueux. 

La figure 8 est une section de colon preleve au cours de Poperation d'une 
femme de 81 ans presentant un diagnostic clinique de la maladie de Crohn. On 
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observe un marquage des macrophages et d'une sous-famille de lymphocytes dans la 
lamina propria. 

La figure 9 correspond a une coupe d'un ganglion lymphatique prelevS au 
cours de I'operation d'un homme age de 48 ans. Dans le centre germinatif reactif, les 
cellules ganglionnaires sont faiblement marquees, et des macrophages isoles sont 
§galement marques dans le ganglion lymphatique. 

La figure 10 qui repr§sente une coupe de la synoviale d'une femme de 25 ans 
presentant un diagnostic clinique d'arthrite rhumato'fde, montre un fort marquage des 
histiocytes sous synoviaux et des macrophages. 

La figure 1 1 qui represente une section de peau obtenue suite a la biopsie 
d'une femme de 55 ans atteinte de psoriasis, montre un marquage moyen des 
macrophages dans Pinfiltrat inflammatoire perivascular. Des lymphocytes isoles 
perivasculaires sont Sgalement marques. 
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Tableau 4 



Oligonucleotides specifiques dtx g&ie AT3C-A7 humain. 



TNom 


Sequence (5'-3 5 ) 


Orientation 


ABCA7_U2 


CTTCAGCCCGACCGTTG 


Sense 


ABCA7_AJ 


AGAATTTCATGTATCGCC 


Sense 


ABCA7 L2 


CGATGGCAGTGGCTTGTTTGG 


Antisense 


ABCA7 LI 


GCGGAAAGCAGGTGTTGTTCAC 


Antisense 


ABCA7 AL 


CTGGAGTTGCTGTCAGAG 


Sense 


ABC^7_AK"« 


GGGTAAAAGGTGTATCTGG 


Antisense 


AfcSCA r AiN 


T CACGAGGAC CAATAAGAT C 


Sense 


ABCA/ AFl 


TGTCAGTGTCACGGAGTAG 


Antisense 


ABCA / Air 


CCTGGAAGCTGTGTGC 


Sense 


ABCA/ AU 


ACGGAGACGCCAGGAC 


Antisense 


ABCA / AK. 


GTCCTGGCGTCTCCGTTC 


Sense 


ABCA/ AU 


CT CGTC CAGGATAACAAC 


Antisense 


ABCA 7 Ai 


HTarTGCCCTACACGG 


Sense 


ABCA7 Ao 


CAGTGCCCAGCCCTGTAC 


Antisense 


ABCA 7_AV 


ACCCCAGAGTCTCCATCC j 


Sense 


ABCA/ AU 


G AGAAGCCTCCGTATCTGAC 


Antisense 


ABCA 7 Aa 


PTOnTCTCCTGCTGTTGC 


Sense 


ABCA7_AW 


GCACCATGTCAATGAGCC 


Antisense 


ABCA7_AZ 


CCTCAGCATGGGATACTG \ 


Sense 


ABCA7 AY 


GCTTGCGTTTGTTCCCTC 


Antisense 


ABCA7_BA 


ACCACGGCTTCTCTCC 


Antisense 


ABCA7 Q 


AGCGAGCAACGCAATCCTCC 


Sense 


ABCA7_R 


CGCACCaTGTCAATGAGCCC 


Antisense 


ABCA7_L3 


TGAAGACGTGCGGTGCG 


Antisense 


ABCA7_L4 


TGTCTCCGGCGATACATGAAATTC 


Antisense 


ABCA7 L5 


ACCTCAGACCCAGACCCTTACGC 


Antisense 


ABCA 7 U4 


GGAATGAGGTTCAGAAAGGG 


Sense 


ABCA 7 U5 


ATGCAAGTTCCCTGGGAGTTAG 


Sense 


ABCA7_U6 


CTCCTTCCGGTGAATGTTGACG 


Sense 
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REVENDICATIONS 

1. Acide nucleique comprenant un polynucleotide ayant au moins 20 
5 nucleotides cons§cutifs de la sequence nucleotidique choisie parmi les sequences 
SEQ ID N°1-5, ou un acide nucleique de sequence complementaire. 



2. Acide nucleique ayant au moins 80% d'identite en nucleotides avec un 
acide nucleique selon la revendication 1 . 

10 

3. Acide nucleique hybridant, dans des conditions d'hybridation de forte 
stringence, avec un acide nucleique selon la revendication 1 ou 2. 

4. Acide nucleique selon Tune des revendications 1 a 3, capable de 
15 moduler la transcription d'un polynucleotide place sous son controle. 

5. Acide nucleique selon la revendication 4, comprenant un polynucleotide 
allant du nucleotide en position -1 au nucleotide en position -1111 par rapport au 
premier nucleotide transcrit, localise en position 1112 de la sequence nucleotidique 

20 SEQIDN°1. 

6. Acide nucleique selon la revendication 4, capable d'activer la 
transcription d'un polynucleotide d'interet place sous son contrdle. 

25 7. Acide nucleique selon la revendication 4, capable d'inhiber la 

transcription d'un polynucleotide d'interet place sous son controle. 

8. Acide nucleique comprenant: 

a) un acide nucleique selon Tune des revendications 1 k 7; et 
30 b) un polynucleotide codant pour un polypeptide ou un acide nucleique 

d'interdt 



9. Acide nucleique selon la revendication 8, caracterise en ce que Pacide 
nucleique d'interet est un oligonucleotide de type sens ou antisens. 
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10. Vecteur de clonage et/ou d'expression recombinant comprenant un 
acide nucteique selon Tune des revendications 1 a 9. 

5 11. Cellule hote transform^ par un acide nucleique selon I'une des 

revendications 1 a 9 ou par un vecteur recombinant selon la revendication 10. 

12. Mammifere transgenique non humain dont les cellules somatiques et/ou 
les cellules germinates ont ete transformees par un acide nucleique selon Tune des 

10 revendications 1 a 9 ou par un vecteur recombinant selon la revendication 10. 

13. Procede pour le criblage d'une substance ou d'une molecule modulant 
la transcription du polynucleotide constitutif de I'acide nucleique selon la 
revendication 8, caracterise en ce qu'il comporte les etapes suivantes: 

is a) mettre en culture une cellule hote transformee selon la revendication 1 1 ; 

b) incuber la cellule h6te transforms en presence de la substance ou 
molecule candidate; 

c) detecter I'expression du polynucleotide d'interet; 

d) comparer les resultats de detection obtenus a I'etape c) avec les 
20 resultats de detection obtenus par mise en culture de la cellule hote transformee en 

I'absence de la molecule ou substance candidate. 

14. Kit ou necessaire pour le criblage in vitro d'une molecule ou substance 
candidate modulant la transcription du polypeptide d'interet code par un 

25. polynucleotide constitutif de I'acide nucleique selon la revendication 8, comprenant : 

a) une cellule hote transformee selon la revendication 1 1 : 

b) le cas Scheant, les moyens necessaires a la detection de la transcription 
du polynucleotide d'interet constitutif de I'acide nucleique selon la revendication 8. 

30 15. Procede de criblage in vivo d'une substance ou molecule modulant la 

transcription d'un polynucleotide d'interet constitutif de I'acide nucleique selon la 
revendication 8, caracterise en ce qu'il comprend les etapes suivantes: 

a) administrer la substance ou molecule candidate & un mammifere 
transgenique non humain selon la revendication 12; 
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b) detecter I'expression du polynucleotide d'interet chez le mammifere 
transgenique tel que traite a l'6tape a); 

c) comparer les resultats de detection de I'etape b) aux resultats observes 
chez un mammifere transgenique non humain selon la revendication 12 n'ayant pas 

5 regu ('administration de la substance ou molecule candidate. 

16. Kit ou necessaire pour le criblage in vivo d'une molecule ou substance 
candidate modulant la transcription du polynucleotide d'interet constitutif de I'acide 
nucleique selon la revendication 8, comprenant: 

io a) un mammifere transgenique non humain selon la revendication 12; 

b) le cas echeant, les moyens necessaires a la detection de la transcription 
dudit polynucleotide d'interet. 

17. Substance ou molecule modulant la transcription d'un polynucleotide 
is d'interet constitutif de I'acide nucleique selon la revendication 8. 

18. Substance ou molecule selon la revendication 17, caracterisee en ce 
qu'elle est selectionnee selon le procede de la revendication 13 ou de la 
revendication 15. 

20 

19. Composition pharmaceutique comprenant, en tant que principe actif, 
une substance ou une molecule selon Tune des revendications 17 ou 18. 

20. Composition pharmaceutique selon la revendication 19, caracterisee en 
25 ce qu'elle est destinee au traitement et/ou a la prevention des deficiences dans le 

metabolisme des lipides, ou dans les mecanismes impliquant le systeme immunitaire 
et Tinflammation. 

21. Substance ou molecule selon Tune des revendications 17 ou 18, en tant 
30 que principe actif d'un medicament. 

22. Procede de detection d'une alteration de la transcription du gene 
ABCA7 chez un sujet, comprenant les etapes suivantes: 
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a) extraire TARN messager total a partir d'un materiel biologique provenant 
du sujet a tester; 

b) quantifier TARN messager de ABCA7 present dans ledit materiel 
biologique: 

5 c) comparer la quantite d'ARN messager de ABCA7 obtenue a Petape b) 

avec la quantite d'ARN messager de ABCA7 attendue chez un sujet normal. 

23. Procede de detection d'une alteration de la transcription du gene 
ABCA7 chez un sujet, comprenant les etapes suivantes: 

io a) sequencer, a partir d'un materiel biologique provenant du sujet k tester, 

un polynucleotide localise en amont du site d'initiation de la transcription du g£ne 
ABCA7; 

b) aligner la sequence nucleotidique obtenue en a) avec la sequence SEQ 

IDISM; 

15 c) determiner les differences nucleotidiques entre le polynucleotide 

sequence provenant du materiel biologique du sujet a tester et la sequence SEQ ID 
N°1 dereference. 

24. Kit ou necessaire pour la detection d'une alteration de la transcription 
20 du gene ABCA7 chez un sujet, comprenant les moyens ndcessaires a quantifier 

TARN messager de ABCA7 dans un materiel biologique provenant dudit sujet a 
tester. 

25. Kit ou necessaire pour la detection d'une alteration de la transcription 
25 du gene ABCA7 chez un sujet, comprenant les moyens necessaires au sequengage 

d'un polynucleotide localise en amont du site d'initiation de la transcription du g£ne 
ABCA7 chez le sujet a tester. 

26. Procede de criblage d'une molecule ou substance modulant la 
30 transcription du polynucleotide d'interet constitutif de Pacide nucieique selon la 

revendication 8, comprenant les etapes suivantes: 

a) incuber un acide nucieique selon Pune des revendications 1 a 9 ou un 
vecteur recombinant selon la revendication 10 avec une molecule ou substance 
candidate a tester; 
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b) d&ecter le complexe forme entre la molecule ou substance candidate et 
la molecule ou la substance candidate. 

27. Kit ou nScessaire pour le criblage d'une mol§cule ou substance 
candidate modulant la transcription du polynucleotide d'interet constitutif de I'acide 
nucleique selon la revendication 8 comprenant : 

a) un acide nucleique selon Tune des revendications 1 a 9 ou un vecteur 
recombinant selon la revendication 10; 

b) le cas echeant, les moyens necessaires a la detection du complexe 
forme entre la molecule ou la substance candidate et ledit acide nucleique. 
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Figure 1 



ABCA7 Human 
Promoter (1112 bp) 



ABCA7 Mouse 
Promoter (1221 bp) 



Module 1 

AB C D 
1 1 1 I 



TATA Box 
Module 2 -30 bp 



J I 



H 

I 



TSS 



Module 1 

ABC D 
II I I 



Module 2 



TATA Box 
-30 bp 



jJSS 



A: GFI-01 (GFI1) 
B: HNF3B-03 
C: CEBP-01 
D: CEBP-01 
E:NF1-Q6 
F:AP4-Q5 
G: NFkappaB-01 
H: NFY-Q6 



100 bp 
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Figure 2 

SEP ID NO: 1 

-911 

AAAACCTCTGTTTGTACGAAGAGAAGGTGGCCAAGAGAGTTGGCGTCGATGAGGGCGTGC 

-851 

TTTGCTTTGATGCTTTTGTGGGGAGAGAGGAGGTCTTGGGGGATGGGGGGATCAAGGGGA 

-791 

AAATGTCCACCTCACCATTGGGAGGAGGAGCAAAAGCTGAAGCCACAGGTGAGTCTGGGT 

-731 

GGAATGAATGATTTGAAGGGCCGGGACTTGGGGTAGAGGGAGAGGCTGGGCTTCCTGGCC 

•671 

ATTTGGAGAAGAGGCAGTTCCCTCAAATGCCCCCCATGCGCTTTGGCTGCACTCTACCTT 

-611 

ACAGCGCAAGTCTCGTGGCCTCAGCCTGGATGTCTCCCCGTTGGCGAACTCCTATTTATC 

-751 

CTCAAAGCCCCAACGGCAATGCCACCTCCTGCCGCGGGAGCCGTCCCCACGCCTCTCACT 

-691 

CTCCCCAGCGCCTTCAAAGCTGTGGACCCACACGCTCCCATTTCAGCTTCACCTCCAGCC 

-631 

TGAAGAGTTTATTTCAACTCTTCTTCCAGAGTGGGAAACGGGTTTTCCTCAAAATCAGGG 
-571 GPI1 HNF3B 

TAGCCACTATAATCGGAGACTCTAGAATGTTGGCCCCCTCCCCCTCCTGCCATCCTCTGC 
-511 CEBPB CEBPB 

AGAAGCCGAGGAGCGTTCGTGGAATGAATGAATGAACGAATGATCTAGTGGAACCCCTAC 

-451 N* 1 
TTTACAGACGGACGAGTGTAGTCCCAGAGTCTGGACTAAACTAGAGGGAGCCTGGCCAGC 

•391 - - Ap4 
CCCGGGGACAGCGGGGACAGAGGGAACTCCTGCAATTCGGAGCTGCGGTATTGCAGCCGG 

♦331 

TTATACAACGTGGGGAGGCAGCCTGGCTCCCCAAAGACAGCGCAGCCTCGTTCCCGGAGG 

-271 NFKAPPAB 

GCGGCCTGCCTGGGACCTGCCGGGCACTCCGCCACCCTACGGTGATGCAGCAAGAGCCGC 

-211 

GCGGTCCCTTTAAGAAACCCGGCTAGGCGAGGCCCTTCTGTGATCCCGTCTCCTCCCTTG 
-151 NFY 
GCCCGCGCAGCTCCGACGGAGCAGGCCAGTGAGTGACGGGCAGGTCGCCCAATAGCAGCG 

-91 

TGCAGAGGCAGGGGCGTGCCCCGGCGCTGCTACCTGCGCGGGCAAGCTCAGCGCACTTGG 
-31 TATA +1 

CTTAAGGGGCGGCGCGCTCCCTGCCTGCTGCTGGGCGGAGGGAAGGCGGCAAGAGCTGCG 

+30 

GAGCCCCTGGAAGGTGAGAAGGACTCGGAGAGGGAAGAAGGCCCGAGACTCGAGAATGCG 

+90 

GGGTTGGGGCCGGGAGGGATGCAAGTTCCCTGGGAATTAGGGGGTCCAGCCTCTGACCTC 

+150 

CTTCCGGTGAATGTTGACGACGGCTGAATTGATCACTGATTCTCAAGGGGGGCATCGGAC 

+210 

ATCTGGGACCCTTAAGAGGGCCTTTGCCGATCACACACCTGCAGCCCCCTGCCCGTTAGA 

+270 

ACTCCTGCACTCCCCCTTGCCCCGTCTTACAAATGGAGAAACTGAGCCCACTCCCCCAGA 



WO 02/34903 



3/7 



PCT/FR01/03219 
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+330 

TCCTAAGTCCCGCTTGATGTAAAGGAAAGAACCCTGGCGTAAGGGTCTGGGTCTGAGGTC 

+390 

CCAGTTCCGGCCTGGTCACCTTTAGCAACTTCCTGCCCCTCTGTCAGCGTCAGATTCTCC 

+450 

ATCTGTGTCAGAGGTGGACCGGCCCAAGGAAAATAGATCAGGAATCGCTGACTCCAGGAG 

+510 

TCTCTATCCCAGCCCCTTCGCCTGACTCTTTCTCTGGCTCCCGCGGTCCCTCTGAGCGAT 

+570 

TAATGCTACATAAGGTGTGGGCAGAGCTGGGGTCGTGCCTCCAGCTGGGCAACTGCCTGT 

+630 

CTCTCTGGGTGCCTGGGTTTGCTTTCTTGGGCCTCGGTTTCCACTTCTGTAGAGTGGGGT 

+690 • 

GATAGTCCAGCACTTCCCCTGGGCGTGTGAAATGTCCAGCACTGCCAATATTCGTTGCTG 

+750 

TTATCTTCGGAGAACAGTGAGGGGAAAGGAATCCTTGCCTGGGCTGGGCCAGGCAGGAGG 

+810 

CTGGGGGTCAGGACCTGGAAGAGGCTTCCAGGTGAGGCTTGGGGTGGAGCCTGGTGACGA 
+870 

AAGCGTTAAGCCCAAACTCGGTCCCTGGAGGATTAGAGGATGATCTTTAAGTCCCCAGCT 

+930 

GTCAGCCCTGCTCAGAGCGACAGTCCTGGCAGCCAATCAGATGCGAGGACGGCTGCGGGT 

+990 

TGCGCTCCCATTGGTTTACTCCACCCCTGGGGTAGCGGAGCCTCTTTATCGAGTGACTAC 

+1050 

TGTTTGCCTCGCTCTAATCAGAGCTTCCAGGAACCCTGCGCTGTGGGATAAAGGAATGAG 

+1110 

GTTCAGAAAGGGGCAGGGAGTTGCCCGCAGCCGCACCGCACGTCTTCAGCCCGACCGTTG 

+1170 

TCCTGACCTCTCTGTCCCGTCCCCTGCCCAGTCTCACCATGG 
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SEP ID NO: 4 

•1220 

AAAACAAAAAAAAAAACAAAAACAAAACAAAAACAAAAACAATAAAAACCTCTGTTTCTA 

-1160 

AGAGTAAAGTACATTCCTGAGTTTGGCCGTGATGGAGGGGGCGCTGTCTAGAAGCAAGGT 

-1100 

GCAAGCCCTGCACAAAAGTTAGGGAGAAGGCGAGAAACAGACACAGTTGAATGAATGATG 
TGAGATAGATCGGGGCTAGGGTGGAGAAAGAGGCTGAGTCTCCCTCACCAGCTTCCTTCG 

-980 

AACTCCTATGCATCTGCAAAACCCCAACTTCTAAGGCCCCCTAACTCACGCTTGCCAGGG 

-920 

TGATCTACACCCATCTCCCTCTATGCTTTGTGAAATAAACCAGTTTTTTTTTTCCAGAGT 
-860 GFI1 HNF3B 

AGGAGACATCTGAGAATCTTGCCTACAATCCAGGCAACTATTGATTCTAATCTTAGGATA 
-800 CEBP CEBP 

TTGGGCTGCCACCTGATTCTGAAATTGTCTAGACCAGAGGATGTTGCTAAAATGAATGTG 

.740 N* 1 
CAGGTCCTTGAAGCTCTACTTTGGAGATGAGCTCACAGAGGCTGTGGTACAATTCTGGCT 

t680 

GGTGGCAGGAGATGGCACAGGATACAAAGACCTTGTGCAAACCTTCCGACCTAAACTTGG 

-620 

TCTTTGCCTGAGGTCCCACATCATGGTAGGCAAGAATAGACTCCAGGAAATGGTCCTCTG 

-560 

ACCTCCACAGATATGCCATGCATGCATGTGTCCTACCCTAATAAGCAAATTAATTAAATT 

-500 

TAAAAACAAAGGTTACTTGTGGTGGCACACGCCTTTAATCCCAGCACTCAGGAGGCAGAG 

-440 AP4 
GCAGGCGGATCTCTGTGAGACCAGCCTGGTCTAAGCAGT6ATTTCCAGGCCTACCACAGC 

-380 

AGTGTGAGCCACTCTCAAAATTAAAAAGTATTTTTAAAAAGGAGTCCTTGGGGAGAGGAG 
-320 NFKappaB 

ACAGGAATGTCTTGCTGTGGGGAGCTGCCATTTCAAGATGTGAACTCACAGGTGACCCGT 

-260 

TGTCCCCCTCTTTGTCGTGTCCCAGTGAAGCCAAACTGATGCAGCAGGAATCCTGTTGTC 
-200 NFY 
CCTTTAAGAAACCCGGCTCGGAGAGGCGGGCTGTGGTCCCGCCTCCTCCAATGGCAAAGT 

-140 

CGCCTGAGTAGCAGGTGCAATATCCAATAGTAGCGTTAGGGGGCGGGGCTGGGTGCTCCT 

-SO TATA bos 

TAGGGCACCGGGTTGCGAAGGGCGTCGTCCGCAATTGAGCGGGGCTCCACTTAAAGGGGC 
-20 +1 

CGCGCTCCCCCGCCGAGGCCGAGAGGAGCGAAAGTGGATGGAGTTTGGGGGCCTCAGAAC 

+40 

GGTGAGAAAATCCCCGAGAGGGTGGAAGGTGGAGCCTGGAGATCTGGGGATGCTGTGGGG 

+100 

TGAGGGTGGGCTGAGCCACGTTCCCTGATAATTTGGGGTTCCAGGTGCCTACTCTCCCTT 

+160 

GCCCTTCCTTATCCTTCCGGGGAGTGTGGGAAAAATGGACCACCGATCCTCACAGCGGTC 
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+220 

ATCTGGTCACCTCGAGGGACCTCTGCCAACCTACACCTCCAGTGTCCCACTTTCCAAATG 

+280 

AGGCCTGTCACCCCCCACCCCCCAGATCTCAAATTTCACTTTATGAAAGAAAAAAGTCCC 

+340 

CGAGTGGAAGCCGCCAATTTCCATGTAGATGGTTAAACTTTGGCAATTTCCCTCTCTGTC 

+400 

AGCCTCAGTTTCCCTATCGGTATCATGAAGCAGGCCACAGGCATACAGTTCCGGGGGGAA 

+460 

ATAAAATAACGAAATCAGGAATGGCGTGCTCAAGGAGCCTGTCCCTGACTCCTCCTAGCC 

+520 

GGCGGTCTTCTGTACCCTCCTTTTGACTCCGGAGGGCGGGCCCTCCTTCTTCTCTGGTTT 

+580 ft 

CCTTGGGAGCGTGACTTTGCCCCTTTTTGAGCCTCAGTTCCCATCTCTTAAAAAATAGAA 

+540 

GGCCAGCTGCAAATGACACAGACTCCGGGTCTCACCGGGGGCCACCTGGGGCGAACGGAA 

+700 

CCGAGACCCCGGTCTGGTATGAGGCTGACCGTGGAGCCCCGAGCCCCAAGCCCCAAGCTT 

+760 

TAAACCCAAGCTCCGCCCCCTAAGAATGCAAACAGGGTCTTCCAGACCCCAGCCTTCATC 

+820 

GATAGCCCTTCCAGCCAATCAGCTACGAGGACGGCTGCGCGCCGGGTTCCCATTGGTCAC 

+880 

TTCCCTAGTGAATTTCTTTCTATGGTGCCTTGTTTGCCGGGCTCTTTGCGGGAGATTTAT 

+940 

TGAGGCTCAGCCCGATGTTCGGAAGGATGAGGATCAGAGACCCGCAGACATTTGTCTGGA 

+1000 

GCCACACAGCTCACTCTCAGCGTTTTCTTTGTCCTGTCCTCTCCGCTGTTTCCGGTCCAG 

+1060 

AGTCATCATGG 
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1. Pancreas 

2. Rein 

3. Muscle 

4. Foie 

5. Poumon 

6. Placenta 

7. Cerveau 

8. Coeur 



1. Leucocyte 

2. Colon 

3. Petit intestin 

4. Ovaire 

5. Testicule 

6. Prostate 

7. Thymus 

8. Rate 



1 . Rein foetal 

2. Foie foetal 

3. Poumon foetal 

4. Cerveau foetal 
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Figure 5 
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B: Cerveau 
H: Cceur 
Li: Foie 
Ln: Ganglions 
Lu: Poumon 
S: Rate 
K: Rein 

A: Glandes Surrenales 
T: Thymus 
U: Uterus 
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Figure 6 
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Figure 7 
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Figure 10 



WO 02/34903 



13/13 



PCT/FR01/03219 




Figure 11 
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<110> A VENT IS PHARMA SA , INSERM • 

<120> AC IDE NUCLEI QUE REGULATEUR DU GENE ABCA7, MOLECULES 
MODULANT SON ACTIVITE ET APPLICATIONS THERAPEUTIQUES 



<130> promoteur ABCA7 



<140> 
<141> 

<160> 12 

<170> Patentln Ver. 2.1 

<210> 1 

<211> 2322 

<212> ADN 

<213> Homo sapiens 

<400> 1 

aaaacctctg tttgtacgaa gagaaggtgg 
tttgctttga tgcttttgtg gggagagagg 
aaatgtccac ctcaccattg ggaggaggag 
ggaatgaatg atttgaaggg ccgggacttg 
atttggagaa gaggcagttc cctcaaatgc 
acagcgcaag tctcgtggcc tcagcctgga 
ctcaaagccc caacggcaat gccacctcct 
ctccccagcg ccttcaaagc tgtggaccca 
tgaagagttt atttcaactc ttcttccaga 
tagccactat aatcggagac tctagaatgt 
agaagccgag gagcgttcgt ggaatgaatg 
tttacagacg gacgagtgta gtcccagagt 
cccggggaca gcggggacag agggaactcc 
ttatacaacg tggggaggca gcctggctcc 
gcggcctgcc tgggacctgc cgggcactcc 
gcggtccctt taagaaaccc ggctaggcga 
gcccgcgcag ctccgacgga gcaggccagt 
tgcagaggca ggggcgtgcc ccggcgctgc 
cttaaggggc ggcgcgctcc ctgcctgctg 
gagcccctgg aaggtgagaa ggactcggag 
gggttggggc cgggagggat gcaagttccc 
cttccggtga atgttgacga cggctgaatt 
atctgggacc cttaagaggg cctttgccga 
actcctgcac tcccccttgc cccgtcttac 
tcctaagtcc cgcttgatgt aaaggaaaga 



ccaagagagt 


tggcgtcgat 


gagggcgtgc 


60 


aggtcttggg 


ggatgggggg 


atcaagggga 


120 


caaaagctga 


agccacaggt 


gagtctgggt 


180 


gggtagaggg 


agaggctggg 


cttcctggcc 


240 


cccccatgcg 


ctttggctgc 


actctacctt 


300 


tgtctccccg 


ttggcgaact 


cctatttatc 


360 


gccgcgggag 


ccgtccccac 


gcctctcact 


420 


cacgctccca 


tttcagcttc 


acctccagcc 


480 


gtgggaaacg 


ggttttcctc 


aaaatcaggg 


540 


tggccccctc 


cccctcctgc 


catcctctgc 


600 


aatgaacgaa 


tgatctagtg 


gaacccctac 


660 


ctggactaaa 


ctagagggag 


cctggccagc 


720 


tgcaattcgg, 


agctgcggta 


ttgcagccgg 


780 


ccaaagacag 


cgcagcctcg 


ttcccggagg 


840 


gccaccctac 


ggtgatgcag 


caagagccgc 


900 


ggcccttctg 


tgatcccgtc 


tcctcccttg 


960 


gagtgacggg 


caggtcgc cc 


aatagcagcg 


1020 


tacctgcgcg- 


ggcaagctca 


gcgcacttgg 


1080 


ctgggcggag 


ggaaggcggc 


aagagctgcg 


1140 


agggaagaag 


gcccgagact 


cgagaatgcg 


1200 


tgggaattag ' 


ggggtccagc 


ctctgacctc 


1260 


gatcactgat 


tctcaagggg 


ggcatcggac 


1320 


tcacacacct 


gcagccccct 


gcccgttaga 


1380 


aaatggagaa 


actgagccca 


ctcccccaga 


1440 


accctggcgt 


aagggtctgg 


gtctgaggtc 


1500 
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ccagttccgg cctggtcacc tttagcaact tcctgcccct ctgtcagcgt cagattctcc 1560 
atctgtgtca gaggtggacc ggcccaagga aaatagatca ggaatcgctg actccaggag 1620 
tctctatccc agcccctfcg cctgactctt tctctggctc, ccgcggtccc tctgagcgat 1680 
' taatgctaca taaggtgtgg gcagagctgg ggtcgtgcct ccagctgggc aactgcctgt 1740 
ctctctgggt gcctgggttt gctttcttgg gcctcggttt ccacttctgt agagtggggt 1800 
gatagtccag cacttcccct gggcgtgtga aatgtccagc actgccaata ttcgttgctg 1860 
ttatcttcgg agaacagtga ggggaaagga atccttgcct gggctgggcc aggcaggagg 1920 
ctgggggtca ggacctggaa gaggcttcca ggtgaggctt ggggtggagc ctggtgacga 1980 
aagcgttaag cccaaactcg gtccctggag gattagagga tgatctttaa gtccccagct 2040 
gtcagccctg ctcagagcga cagtcctggc agccaatcag atgcgaggac ggctgcgggt 2100 
tgcgctccca ttggtttact ccacccctgg ggtagcggag cctctttatc gagtgactac 2160 
tgtttgcctc gctctaatca gagcttccag gaaccctgcg ctgtgggata aaggaatgag 2220 
gttcagaaag gggcagggag ttgcccgcag ccgcaccgca cgtcttcagc ccgaccgttg 2280 
tcctgacctc tctgtcccgt cccctgccca gtctcaccat gg 2322 



<210> 2 
<211> 1111 
<212> ADN 

<213> Homo sapiens 
<400> 2 

aaaacctctg tttgtacgaa gagaaggtgg 
tttgctttga tgcttttgtg gggagagagg 
aaatgtccac ctcaccattg ggaggaggag 
ggaatgaatg atttgaaggg ccgggacttg 
atttggagaa gaggcagttc cctcaaatgc 
acagcgcaag tctcgtggcc tcagcctgga 
ctcaaagccc caacggcaat gccacctcct 
ctccccagcg ccttcaaagc tgtggaccca 
tgaagagttt atttcaactc ttcttccaga 
tagccactat aatcggagac tctagaatgt 
agaagccgag gagcgttcgt ggaatgaatg 
tttacagacg gacgagtgta gtcccagagt 
cccggggaca gcggggacag agggaactcc 
ttatacaacg tggggaggca gcctggctcc 
gcggcctgcc tgggacctgc cgggcactcc 
gcggtccctt taagaaaccc ggctaggcga 
gcccgcgcag ctccgacgga gcaggccagt 
tgcagaggca ggggcgtgcc ccggcgctgc 
cttaaggggc ggcgcgctcc ctgcctgctg 



ccaagagagt tggcgtcgat gagggcgtgc 60 
aggtcttggg ggatgggggg atcaagggga 120 
caaaagctga agccacaggt gagtctgggt 180 
gggta-gaggg agaggctggg cttcctggcc 240 
cccccatgcg ctttggctgc actctacctt 300 
tgtctccccg ttggcgaact cctatttatc 360 
gccgcgggag ccgtccccac gcctctcact 420 
cacgctccca tttcagcttc acctccagcc 480 
gtgggaaacg ggttttcctc aaaatcaggg 540 
tggccccctc cccctcctgc catcctctgc 600 
aatgaacgaa tgatctagtg gaacccctac 660 
ctggactaaa ctagagggag cctggccagc 720 
tgcaattcgg agctgcggta ttgcagccgg 780 
ccaaagacag cgcagcctcg ttcccggagg 840 
gccaccctac ggtgatgcag caagagccgc 900 
ggcccttctg tgatcccgtc tcctcccttg 960 
gagtgacggg caggtcgccc aatagcagcg 102 0 
tacctgcgcg ggcaagctca gcgcacttgg 1080 

1111 



<210> 3 
<211> 1211 
<212> ADN 

<213> .Homo sapiens 
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<400> 3 

tgggcggagg gaaggcggca agagctgcgg 
gggaagaagg cccgagactc gagaatgcgg 
gggaattagg gg^tccagcc tctgacctcc 
atcactgatt ctcaaggggg gcatcggaca 
cacacacctg cagccccctg cccgttagaa 
aatggagaaa ctgagcccac tcccccagat- 
ccctggcgta agggtctggg tctgaggtcc 
cctgcccctc tgtcagcgtc agattctcca 
aatagatcag gaatcgctga ctccaggagt 
ctctggctcc cgcggtccct ctgagcgatt 
gtcgtgcctc cagctgggca actgcctgtc 
cctcggtttc cacttctgta gagtggggtg 
atgtccagca ctgccaatat tcgttgctgt 
tccttgcctg ggctgggcca ggcaggaggc 
gtgaggcttg gggtggagcc- tggtgacgaa 
attagaggat gatctttaag tccccagctg 
gccaatcaga tgcgaggacg gctgcgggtt 
gtagcggagc ctctttatcg agtgactact 
aaccctgcgc tgtgggataa aggaatgagg 
cgcaccgcac gtcttcagcc cgaccgttgt 
tctcaccatg g 



<210> 4 

<211> 2291 

<212> ADN 

<213> Mus mus cuius 

■ <400> 4 

aaaacaaaaa aaaaaacaaa aacaaaacaa 
agagtaaagt acattcctga gtttggccgt 
gcaagccctg cacaaaagtt agggagaagg 
tgagatagat cggggctagg gtggagaaag 
aactcctatg catctgcaaa accccaactt 
tgatctacac ccatctccct ctatgctttg 
aggagacatc tgagaatctt gcctacaatc 
ttgggctgcc acctgattct gaaattgtct 
caggtccttg aagctctact ttggagatga 
ggtggcagga gatggcacag gatacaaaga 
tctttgcctg aggtcccaca tcatggtagg 
acctccacag atatgccatg catgcatgtg 
' taaaaacaaa ggttacttgt ggtggcacac 
. gcaggcggat ctctgtgaga ccagcctggt 
agtgtgagcc actctcaaaa ttaaaaagta 
acaggaatgt cttgctgtgg ggagctgcca 



Etgcccc tgga 


a rrrrt" cracraacr 


gactcggaga 


60 


ggttggggcc 


yya ci yyy au y 


caagttccct 


120 


ttccggugaa 


L.y u L.y a.\~y 


ggctgaattg 


180 


tctgggaccc 




ctttgccgat 


240 


ctcctgcact 


r> r , r , r , c fc. t CTC C 


ccgtcttaca 


300 


cctaagtccc 


yuULyai-y 


aaggaaagaa 


360 


caguuccggc 


r t" crcr h c a c c t 


ttagcaactt 


420 


i- <~« t- rt f" f* J9 <T 


a crcr t aaac c cr 


gcccaaggaa 


480 


CCCLtttCCCd 


rrrrT'ctt CCfC 


ctgactcttt 


540 


aa.Cyctd.caL 


a acrat a t crcrcf 

Q«yy u 3S3 


cagagctggg 


600 


L.^. L.y y y i»y 


ccfcocrcrtttg 

\m0 ^ ^ ^3 53 3? ^ W m3 


ctttcttggg 


660 


atoyuttayL 


acttcccctg 


ggcgtgtgaa 


720 


tatccticgga 


y cs-o.v— o.y 


aaaaaaggaa 


780 


tgggggtcag 


gacctggaag 


aggcttccag 


840' 


agcgttaagc 


ccaaactcgg 


tccctggagg 


900 


tcagccctgc 


tcagagcgac 


agtcctggca 


960 


gcgcteccat 


tggtttactc 


cacccctggg 


1020 


gtttgcctcg 


ctctaatcag 


= <-rt-> +~ it* a crct 
ayCLtt-Layy 


1080 


ttcagaaagg 


ggcagggagt 


tgcccgcagc 


1140 


cctgacctct. 


ctgtcccgtc 


ccctgcccag 


1200 








1211 


aaaCaoaaaC 




tctgtttcta 


60 


gatggagggg 


gcgctgtcta 


gaagcaaggt 


120 


cgagaaacag 


acacagttga 


atgaatgatg 


180 


aggctgagtc 


tccctcacca 


gcttccttcg 


240 


ctaaggcccc 


ctaactcacg 


cttgccaggg 


300 


tgaaataaac 


cagttttttt 


tttccagagt 


360 


caggcaacta 


ttgattctaa 


tcttaggata 


420 


agaccagagg 


atgttgctaa 


aatgaatgtg 


480 


gctcacagag gctgtggtac 


aattctggct 


540. 


ccttgtgcaa 


accttccgac 


ctaaacttgg 


600 


caagaataga 


ctccaggaaa 


tggtcctctg 


660 


tcctacccta ataagcaaat 


taattaaatt 


720 


gcctttaatc ccagcactca 


ggaggcagag 


780 


ctaagcagtg atttccaggc 


ctaccacagc 


840 


tttttaaaaa ggagtccttg 


gggagaggag 


900' 


tttcaagatg 


tgaactcaca 


ggtgacccgt 


960 
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tgtccccctc tttgtcgtgt cccagtgaag 
cctttaagaa acccggctcg gagaggcggg 
cgcctgagta gcaggtgcaa tatccaatag 
tagggcaccg ggttgcgaag ggcgtcgtcc 
cgcgctcccc cgccgaggcc gagaggagcg 
ggtgagaaaa tccccgagag ggtggaaggt 
tgagggtggg ctgagccacg ttccctgata 
gcccttcctt atccttccgg ggagtgtggg 
atctggtcac ctcgagggac ctctgccaac 
aggcctgtca ccccccaccc cccagatctc 
cgagtggaag ccgccaattt ccatgtagat 
agcctcagtt tccctatcgg tatcatgaag 
ataaaataac gaaatcagga atggcgtgct 
ggcggtcttc tgtaccctcc ttttgactcc 
ccttgggagc gfcgactttgc ccctttttga 
ggccagctgc aaatgacaca gactccgggt 
ccgagacccc ggtctggtat gaggctgacc 
taaacccaag ctccgccccc taagaatgca 
gatagccctt ccagccaatc agctacgagg 
ttccctagtg aatttctttc tatggtgcct 
tgaggctcag cccgatgttc ggaaggatga 
gccacacagc tcactctcag ccttttcttt 
agtcatcatg g 
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ccaaactgat gcagcaggaa tcctgttgtc 1020 
ctgtggtccc gcctcctcca atggcaaagt 1080 
tagcgttagg gggcggggct gggtgctcct 1140 
gcaattgagc ggggctccac ttaaaggggc 1200 
aaagtggatg gagtttgggg gcctcagaac 1260 
ggagcctgga gatctgggga tgctgtgggg 132 0 
atttggggtt ccaggtgcct actctccctt 1380 
aaaaatggac caccgatcct cacagcggtc 1440 
ctacacctcc agtgtcccac tttccaaatg 1500 
aaatttcact ttatgaaaga aaaaagtccc 1560 
ggttaaactt tggcaatttc cctctctgtc 162 0 
caggccacag gcatacagtt ccggggggaa 1680 
caaggagcct gtccctgact cctcctagcc 1740 
ggagggcggg ccctccttct tctctggttt 1800 
gcctcagttc ccatctctta aaaaatagaa 1860 
ctcaccgggg gccacctggg gcgaacggaa 192 0 
gtggagcccc gagccccaag ccccaagctt 1980 
aacagggtct tccagacccc agccttcatc 2040 
acggctgcgc gccgggttcc cattggtcac 2100 
tgtttgccgg gctctttgcg ggagatttat 2160 
ggatcagaga cccgcagaca tttgtctgga 2220 
gtcctgtcct ctccgctgtt tccggtccag 2280 

2291 



<210> 5 

<211> 1220 

<212> ADN 

<213> Mus musculus 

<400> 5 

aaaacaaaaa aaaaaacaaa aacaaaacaa 
agagtaaagt acattcctga gtttggccgt 
gcaagccctg cacaaaagtt agggagaagg 
tgagatagat cggggctagg gtggagaaag 
aactcctatg catctgcaaa accccaactt 
tgatctacac ccatctccct ctatgctttg 
aggagacatc tgagaatctt gcctacaatc 
ttgggctgcc acctgattct gaaattgtct 
caggtccttg aagctctact ttggagatga 
ggtggcagga gatggcacag gatacaaaga 
tctttgcctg aggtcccaca tcatggtagg 
acctccacag atatgccatg catgcatgtg 
taaaaacaaa ggttacttgt ggtggcacac 
gcaggcggat ctctgtgaga ccagcctggt 
agtgtgagcc actctcaaaa ttaaaaagta 
acaggaatgt cttgctgtgg ggagctgcca 



aaacaaaaac 


aataaaaacc 


tctgtttcta 


60 


gatggagggg 


gcgctgtcta 


gaagcaaggt 


120 


cgagaaacag 


acacagttga 


atgaatgatg 


180 


aggctgagtc 


tccctcacca 


gcttccttcg 


240 


ctaaggcccc 


ctaactcacg 


cttgccaggg 


300 


tgaaataaac 


cagttttttt 


tttccagagt 


360 


caggcaacta 


ttgattctaa 


tcttaggata 


420 


agaccagagg 


atgttgctaa 


aatgaatgtg 


480 


gctcacagag 


gctgtggtac 


aattctggct 


540 


ccttgtgcaa 


accttccgac 


ctaaacttgg 


600 


caagaataga 


ctccaggaaa 


tggtcctctg 


660 


tcctacccta 


ataagcaaat 


taattaaatt 


720 


gcctttaatc 


ccagcactca 


ggaggcagag 


780 


ctaagcagtg 


atttccaggc 


ctaccacagc 


840 


tttttaaaaa 


ggagtccttg 


gggagaggag 


900 


tttcaagatg 


tgaactcaca 


ggtgacccgt 


960 
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tgtccccctc tttgtcgtgt cccagtgaag ccaaactgat gcagcaggaa tcctgttgtc 1020 
cctttaagaa acceggctcg gagaggcggg ctgtggtccc gcctcctcca atggcaaagt 1080 
cgcctgagta 'gcaggtgcaa tatccaatag tagcgttagg gggcggggct gggtgctcct 1140 
tagggcaccg ggttgcgaag ggcgtcgtcc gcaattgagc ggggctccac ttaaaggggc 1200 

1 790 

cgcgctcccc cgccgaggcc 



<210> 6 

<211> 1273 

<212> ADN 

<213> Homo sapiens 

<400> 6 

tgggcggagg gaaggcggca agagctgcgg 
gggaagaagg cccgagactc gagaatgcgg 
gggaattagg gggtccagcc tctgacctcc 
atcactgatt ctcaaggggg gcatcggaca 
cacacacctg cagccccctg cccgttagaa 
aatggagaaa ctgagcccac tcccccagat 
ccctggcgta agggtctggg tctgaggtcc 
cctgcccctc tgtcagcgtc agattctcca 
aatagatcag gaatcgctga ctccaggagt 
ctctggctcc cgcggtccct ctgagcgatt 
gtcgtgcctc cagctgggca actgcctgtc 
cctcggtttc cacttctgta gagtggggtg 
atgtccagca ctgccaatat tcgttgctgt 
tccttgcctg ggctgggcca ggcaggaggc 
gtgaggcttg gggtggagcc tggtgacgaa 
attagaggat gatctttaag tccccagctg 
gccaafccaga tgcgaggacg gctgcgggtt 
gtagcggagc ctctttatcg agtgactact 
aaccctgcgc tgtgggataa aggaatgagg 
cgcaccgcac gtcttcagcc cgaccgttgt 
tctcaccatg gccttctgga cacagctgat 
ccggagacag ccg 



agcccctgga aggtgagaag gactcggaga 60 
ggttggggcc gggagggatg caagttccct 120 
ttccggtgaa tgttgacgac ggctgaattg 180 
tctgggaccc ttaagagggc ctttgccgat 240 
ctcctgcact cccccttgcc ccgtcttaca 300 
cctaagtccc gcttgatgta aaggaaagaa 360 
cagttccggc ctggtcacct ttagcaactt 420 
tctgtgtcag aggtggaccg gcccaaggaa 480 
ctctatccca gccccttcgc ctgactcttt 540 
aatgctacat aaggtgtggg cagagctggg 600 
tctctgggtg cctgggtttg ctttcttggg 660 
atagtccagc acttcccctg ggcgtgtgaa 72 0 
tatcttcgga gaacagtgag gggaaaggaa 780 
tgggggtcag gacctggaag aggcttccag 840 
agcgttaagc ccaaactcgg tccctggagg 900 
tcagccctgc tcagagcgac agtcctggca 960 
gcgctcccat tggtttactc cacccctggg 1020 
gtttgcctcg ctctaatcag agcttccagg 1080 
ttcagaaagg ggcagggagt tgcccgcagc 1140 
cctgacctct ctgtcccgtc ccctgcccag 1200 
gctgctgctc tggaagaatt tcatgtatcg 12 60 

1273 



<210> 7 
<211> 22 
<212> PRT 

<213> Homo sapiens 
<400> 7 

Met Ala Phe Trp Thr Gin Leu Met Leu Leu Leu Trp Lys Asn Phe Met 
1-5 10 15 



Tyr Arg Arg Arg Gin Pro 
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<210> 8 

<211> 7795 

<212> ADN 

<213> Homo sapiens 



<400> 8 

tgggcggagg gaaggcggca agagctgcgg agcccctgga aggtgagaag gactcggaga 60 
gggaagaagg cccgagactc gagaatgcgg ggttggggcc gggagggatg caagttccct 120 
gggaattagg gggtccagcc tctgacctcc ttccggtgaa tgttgacgac ggctgaattg 180 
atcactgatt ctcaaggggg gcatcggaca tctgggaccc ttaagagggc ctttgccgat 240 
cacacacctg cagccccctg cccgttagaa ctcctgcact cccccttgcc ccgtcttaca 300 
aatggagaaa ctgagcccac tcccccagat cctaagtccc gcttgatgta aaggaaagaa 360 
ccctggcgta agggtctggg tctgaggtcc cagttccggc ctggtcacct ttagcaactt 420 
cctgcccctc tgtcagcgtc agattctcca tctgtgtcag aggtggaccg gcccaaggaa 480 
aatagatcag gaatcgctga- ctccaggagt ctctatccca gccccttcgc ctgactcttt 540 
ctctggctcc cgcggtccct ctgagcgatt aatgctacat aaggtgtggg cagagctggg 600 
gtcgtgcctc cagctgggca actgcctgtc tctctgggtg cctgggtttg ctttcttggg 660 
cctcggtttc cacttctgta gagtggggtg atagtccagc acttcccctg ggcgtgtgaa 72 0 
atgtccagca ctgccaatat tcgttgctgt tatcttcgga gaacagtgag gggaaaggaa 780 
tccttgcctg ggctgggcca ggcaggaggc tgggggtcag gacctggaag aggcttccag 840 
gtgaggcttg gggtggagcc tggtgacgaa agcgttaagc ccaaactcgg tccctggagg 900 
attagaggat gatctttaag tccccagctg. tcagccctgc tcagagcgac agtcctggca 960 
gccaatcaga tgcgaggacg gctgcgggtt gcgctcccat tggtttactc cacccctggg 1020 
gtagcggagc ctctttatcg agtgactact gtttgcctcg ctctaatcag agcttccagg 1080 
aaccctgcgc tgtgggataa aggaatgagg ttcagaaagg ggcagggagt tgcccgcagc 1140 
cgcaccgcac gtcttcagcc cgaccgttgt cctgacctct ctgtcccgtc ccctgcccag 1200 
tctcaccatg gccttctgga cacagctgat gctgctgctc tggaagaatt tcatgtatcg 1260 
ccggagacag ccggtccagc tcctggtcga attgctgtgg cctctcttcc tcttcttcat 1320 
cctggtggct gttcgccact cccacccgcc cctggagcac catgaatgcc acttcccaaa 1380 
caagccactg ccahcggcgg gcaccgtgcc ctggctccag ggtctcatct gtaatgtgaa 1440 
caacacctgc tttccgcagc tgacaccggg cgaggagccc gggcgcctga gcaacttcaa 1500 
cgactccctg gtctcccggc tgctagccga tgcccgcact gtgctgggag gggccagtgc 1560 
ccacaggacg ctggctggcc tagggaagct gatcgccacg ctgagggctg cacgcagcac 1620 
ggcccagcct caaccaacca agcagtctcc actggaacoa cccatgctgg atgtcgcgga 1680 
gctgctgacg tcactgctgc gcacggaatc cctggggttg gcactgggcc aagcccagga 1740 
gcccttgcac agcttgttgg aggccgctgg ggacctggcc caggagctcc tggcgctgcg 1800 
cagcctggtg gagcttcggg cactgctgca gagaccccga gggaccagcg gccccctgga 1860 
gttgctgtca gaggccctct gcagtgtcag gggacctagc agcacagtgg gcccctccct 1920 
caactggtac gaggctagtg acctgatgga gctggtgggg caggagccag aatccgccct 1980 
gccagacagc agcctgagcc ccgcctgctc ggagctgatt ggagccctgg acagccaccc 2 040 
gctgtcccgc ctgctctgga gacgcctgaa gcctctgatc ctcgggaago tactctttgc 2100 
accagataca ccttttaccc ggaagctcat ggcccaggtg aaccggacct tcgaggagct 2160 
caccctgctg agggatgtcc gggaggtgtg ggagatgcCg ggaccccgga tcttcacctt 2220 
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catgaacgac agttccaatg tggccatgct gcagcggctc ctgcagatgc aggatgaagg 2280 
aagaaggcag cccagacctg gaggccggga ccacatggag gccctgcgat cctttctgga 2340 
ccct'gggagc ggtggctaca gctggcagga cgcacacgct gatgtggggc acctggtggg 2400 

. cacgctgggc cgagtgacgg agtgcctgtc cttggacaag ctggaggcgg caccctcaga 2460 
ggcagccctg gtgtcgcggg ccctgcaact gctcgcggaa catcgattct gggccggcgt 2520 
cgtcttcttg ggacctgagg actcttcaga ccccacagag cacccaaccc cagacctggg 2.580 
ccccggccac gtgcgcatca aaatccgcat ggacattgac gtggtcacga ggaccaataa 2640 
gatcagggac aggttttggg accctggccc agccgcggac cccctgaccg acctgcgcta 2700 
cgtgtggggc ggcttcgtgt acctgcaaga cctggtggag cgtgcagccg tccgcgtgct 2760 
cagcggcgcc aacccccggg ccggcctcta cctgcagcag atgccctatc cgtgctatgt 2820 
ggacgacgtg ttcctgcgtg tgctgagccg gtcgctgccg ctcttcctga cgctggcctg 2880 
gatctactcc gtgacactga cagtgaaggc cgtggtgcgg gagaaggaga cgcggctgcg 2940 
ggacaccatg cgcgccatgg ggctcagccg cgcggtgctc tggctaggct ggttcctcag 3000 
ctgcctcggg cccttcctgc tcagcgccgc actgctggtt ctggtgctca agctgggaga 3060 
catcctcccc tacagccacc cgggcgtggt cttcctgttc ttggcagcct tcgcggtggc 3120 
cacggtgacc cagagcttcc tgctcagcgc cttcttctcc cgcgccaacc tggctgcggc 3180 

.ctgcggcggc ctggcctact tctccctcta cctgccctac gtgctgtgtg tggcttggcg 3240 
ggaccggctg cccgcgggtg gccgcgtggc cgcgagcctg ctgtcgcccg tggccttcgg 3300 
cttcggctgc gagagcctgg ctctgctgga ggagcagggc gagggcgcgc agtggcacaa 3360 
cgtgggcacc cggcctacgg cagacgtctt cagcctggcc caggtctctg gccttctgct 342 0 
gctggacgcg gcgctctacg gcctcgccac ctggtacctg gaagctgtgt gcccaggcca 3480 
gtacgggatc cctgaaccat ggaattttcc ttttcggagg agctactggt gcggacctcg 3540 
gccccccaag agtccagccc cttgccccac cccgctggac ccaaaggtgc tggtagaaga 3600 
ggcaccgccc ggcctgagtc ctggcgtctc cgttcgcagc ctggagaagc gctttcctgg 3660 
aagcccgcag ccagccctgc gggggctcag cctggacttc taccagggcc -acatcaccgc 3720 
cttcctgggc cacaacgggg ccggcaagac caccaccctg tccatcttga gtggcctctt 3780 
cccacccagt ggtggctctg ccttcatcct gggccacgac gtccgctcca gcatggccgc 3840 
catccggccc cacctgggcg tctgtcctca gtacaacgtg ctgtttgaca tgctgaccgt 3900 
ggacgagcac gtctggttct atgggcggct gaagggtctg agtgccgctg tagtgggccc 3960 
cgagcaggac cgtctgctgc aggatgtggg gctggtctcc aagcagagtg tgcagactcg 4020 
ccacctctct ggtgggatgc aacggaagct gtccgtggcc attgcctttg tgggcggctc 4080 
ccaagttgtt atcctggacg agcctacggc tggcgtggat cctgcttccc gccgcggtat 4140 
ttgggagctg ctgctcaaat accgagaagg tcgcacgctg atcctctcca cccaccacct 4200 
ggatgaggca gagctgctgg gagaccgtgt ggccgtggtg gcaggtggcc gcttgtgctg 4260 
ctgtggctcc ccactcttcc tgcgccgtca cctgggctcc ggctactacc tgacgctggt 432 0 
gaaggcccgc ctgcccctga ccaccaatga gaaggc.tgac actgacatgg agggcagtgt 4380 
ggacaccagg caggaaaaga agaatggcag ccagggcagc agagtcggca ctcctcagct 4440 
gctggccctg gtacagcact gggtgcccgg ggcacggctg gtggaggagc tgccacacga 4500 
gctggtgctg gtgctgccct acacgggtgc ccatgacggc agcttcgcca cactcttccg 4560 
agagctagac acgcggctgg cggagctgag gctcactggc tacgggatct ccgacaccag 4620 
cctcgaggag atcttcctga aggtggtgga ggagtgtgct gcggacacag atatggagga 4680 
tggcagctgc gggcagcacc tatgcacagg cattgctggc ctagacgtaa ccctacggct 4740 

'caagatgccg ccacaggaga cagcgctgga gaacggggaa ccagctgggt cagccccaga 4800 
gactgaccag ggctctgggo cagacgccgt gggccgggta cagggctggg cactgacccg 4860 
ccagcagctc caggccctgc ttctcaagcg ctttctgctt gcccgccgca gccgccgcgg 4920 
cctgttcgcc cagatcgtgc. tgcctgccct ctttgtgggc ctggccctcg tgttcagcct 4980 
catcgtgcct cctttcgggc actacccggc tctgcggctc agtcccacca tgtacggtgc 5040 



», 
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tcaggtgtcc ttcttcagtg aggacgcccc aggggaccct ggacgtgccc ggctgctcga 5100 
ggcgctgctg caggaggcag gactggagga gcccccagtg cagcatagct cccacaggtt 5160 
ctcggcacca gaagttcctg ctgaagtggc caaggtcttg gccagtggca actggacccc 5220 
agagtctcca tccccagcct gccagtgtag ccggcccggt gcccggcgcc tgctgcccga 5280 
ctgcccggct geagctggtg gtccccctcc gccccaggca gtgaccggct ctggggaagt 5340 
ggttcagaac ctgacfaggcc ggaacctgtc tgacttcctg gtcaagacct acccgcgcct 5400 
ggtgcgccag ggcctgaaga ctaagaagtg ggtgaatgag gtcagatacg gaggcttctc 5460 
gctggggggc cgagacccag gcctgccctc gggccaagag ttgggccgct cagtggagga 5520 
gttgtgggcg ctgctgagtc ccctgcctgg cggggccctc gaccgtgtcc tgaaaaacct 5580 
cacagcctgg gctcacagcc tggatgctca ggacagtctc aagatctggt tcaacaacaa 5640- 
aggctggcac tccatggtgg ccttfcgtcaa ccgagccagc aacgcaatcc tccgtgctca 5700 
cctgccccca ggcccggccc gccacgccca cagcatcacc acactcaacc accccttgaa 57 60 
cctcaccaag gagcagctgt ctgaggctgc actgatggcc tcctcggtgg acgtcctcgt 5820 
ctccatctgt gtggtctttg ccatgtcctt tgtcccggcc agcttcactc ttgtcctcat 5880 
tgaggagcga gtcacccgag ccaagcacct gcagctcatg gggggcctgt cccccaccct 5940 
ctactggctt ggcaactttc tctgggacat gtgtaactac ttggtgccag catgcatcgt 6000 
ggtgctcatc . tttctggcct tccagcagag ggcatatgtg gcccctgcca acctgcctgc 6060 
tctcctgctg ttgctactac tgtatggctg gtcgatcaca ccgctcatgt acccagcctc 6120 
cttcttcfctc tccgtgccca gcacagccta tgtggtgctc acctgcataa acctctttat 6180 
tggcatcaat ggaagcatgg ccacctttgt gcttgagctc ttctctgatc agaagctgca 6240 
ggaggtgagc cggatcttga aacaggtctt ccttatcttc ccccacttct gcttgggccg 6300 
ggggctcatt gacatggtgc ggaaccaggc catggctgat gcctttgagc gcttgggaga 6360 
caggcagttc cagtcacccc tgcgctggga ggtggtcggc aagaacctct tggccatggt 6420 
gatacagggg cccctcttcc ttctcttcac actactgctg cagcaccgaa gccaactcct 6480 
gccacagccc agggtgaggt ctctgccact cctgggagag gaggacgagg atgtagcccg 6540 
tgaacgggag cgggtggtcc aaggagccac ccagggggat gtgttggtgc tgaggaactt 6600 
gaccaaggta taccgtgggc agaggatgcc agctgttgac cgcttgtgcc tggggattcc 6660 
ccctggtgag tgttttgggc tgctgggtgt gaatggagca gggaagacgt ccacgtttcg 6720 
catggtgacg ggggacacat tggccagcag gggcgaggct gtgctggcag gccacagcgt 6780 
ggcccgggaa cccagtgctg cgcacctcag catgggatac tgccctcaat ccgatgccat 6840 
ctttgagctg ctgacgggcc gcgagcacct ggagctgctt gcgcgcctgc gcggtgtccc 6900 
ggaggcccag gttgcccaga ccgctggctc gggcctggcg cgtctgggac tctcatggta 6960 
cgcagaccgg cctgcaggca cctacagcgg agggaacaaa cgcaagctgg cgacggccct 7020 
ggcgctggtt ggggacccag ccgtggtgtt tctggacgag ccgaccacag gcatggaccc 7080 
cagcgcgcgg cgcttccttt ggaacagcct tttggccgtg gtgcgggagg gccgttcagt 7140 
gatgctcacc tcccatagca tggaggagtg tgaagcgctc tgctcgcgcc tagccatcat 7200 
ggtgaatggg cggttccgct gcctgggcag cccgcaacat ctcaagggca gattcgcggc 72 60 
gggtcacaca ctgaccctgc gggtgcccgc cgcaaggtcc cagccggcag cggccttcgt 7320 
ggcggccgag ttccctgggt cggagctgcg cgaggcacat ggaggccgcc tgcgcttcca 7380 
gctgccgccg ggagggcgct gcgccctggc gcgcgtcttt ggagagctgg cggtgcacgg 7440 
cgcagagcac ggcgtggagg acttttccgt gagccagacg atgctggagg aggtattctt 7500 
gtacttctcc aaggaccagg ggaaggacga ggacaccgaa gagcagaagg aggcaggagt 7560 
gggagtggac cccgcgccag gcctgcagea ccccaaacgc . gtcagccagt fcctcgatga 7620 
ccctagcact gccgagactg tgctctgagc ctccctcccc tgcggggccg cggggaggcc 7680 
ctgggaatgg caagggcaag gtagagtgcc taggagccct ggactcaggc tggcagaggg 7740 
gctggtgccc tggagaaaat aaagagaagg ctggagagaa gccgtggtgg . tgaaa 7795 
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<210> 9 
<211> 20 
<212> ADN 

<213> Sequence artificielle 
<220> 

<223> Description de la sequence artificielle: AMORCE 
<400> 9 

agccagcaac gcaatcctcc 2 0 

<210> 10 
<211> 20 
<212> ADN 

<213> Sequence artificielle 
<220> ' 

<223> Description de la sequence artificielle: AMORCE 



<210> 11 
<211> 22 
<212> ADN 

<213> Sequence artificielle 
<400> 11 

gcggaaagca ggtgttgttc ac 22 
<210> 12 

<2ii> 2i 

<2l'2> ADN 

<213> Sequence artificielle 



<400> 10 



cgcaccatgt caatgagccc 



20 



<400> 12 



cgatggcagt ggcttgtttg g 



21 



